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Introduction générale 
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Le cancer du sein est le cancer le plus fréquent chez la femme, avec plus de 800 000 
nouveaux cas diagnostiqués chaque année dans le monde (Parkin et al., 2003). Il représente la 
première cause de mortalité féminine dans la tranche d’âge de 35 à 55 ans (Moss, 1997), 
constituant ainsi un sérieux problème de santé publique. Il est responsable de 20% des décès 
dus aux cancers (Ferly et al., 2002). En Tunisie, le cancer du sein représente 25% des tumeurs 
malignes de la femme (Ben Abdallah et al., 1997; Korbi et al., 1995). Chaque année 800 à 
1000 nouveaux cas de cancers du sein sont diagnostiqués en Tunisie, soit une incidence 
standardisée de 20/100 000 femmes par an (Maalej et al., 1999 ; Ben Ahmed et al., 2002). Ce 
cancer se caractérise en Tunisie par la fréquence particulièrement élevée des formes évoluées. 
En effet, les patientes tunisiennes consultent le plus souvent tardivement avec un délai moyen 
de 6 mois et une taille tumorale moyenne de 50 mm (Ben Ahmed et al., 2002).  
De nos jours, plusieurs facteurs de risque de développement du cancer du sein sont reconnus, 
tels que les antécédents familiaux de cancer du sein, l'âge avancé, la puberté précoce, la 
ménopause tardive, la nulliparité et l'obésité. Mais, aucun facteur n’a pu être impliqué 
directement dans l’étiopathogénie de ce cancer, à l'exception de la transmission héréditaire de 
certains gènes de prédisposition, en particulier les gènes BRCA1 et 2, impliqués dans 5-10% 
des cas de cancer du sein. Néanmoins, certains facteurs étiologiques sont de plus en plus 
soupçonnés de contribuer au développement du cancer du sein et les virus restent à l’heure 
actuelle les pathogènes associés aux cancers les plus étudiés. En effet, l’implication de 
nombreux virus est aujourd’hui reconnue dans le développement de différents cancers tels que 
les associations HPV (Human papillomavirus) et cancer du col utérin, HHV8 (Human 
papillomavirus-8) et sarcome de Kaposi, EBV (Epstein-Barr virus) et lymphome de Burkitt ou 
carcinome indifférencié du cavum. 
De nombreux virus ont été soupçonnés dans l’étiologie des cancers du sein, et cela depuis la 
découverte par Bittner en 1936 que l'induction des tumeurs mammaires chez la souris est 
causée par un virus appelé MMTV pour « Mouse Mammary Tumor Virus ». Des séquences 
homologues au gène env du MMTV ont récemment été mises en évidence dans une 
proportion importante de cancers du sein sporadiques chez l’Homme, indiquant une étiologie 
virale possible du cancer du sein.  
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Depuis de nombreuses années, l'hypothèse selon laquelle un rétrovirus homologue au virus 
MMTV soit impliqué dans l’étiologie du cancer du sein chez l’Homme a fasciné les 
scientifiques, mais cela n'a jamais pu être démontré de manière convaincante. L’intérêt pour 
cette hypothèse s’est largement amplifié avec le développement des techniques de la biologie 
moléculaire et surtout de la PCR, qui ont permis à Wang (Wang et al., 1995) de développer 
une technique visant la détection de séquences d’ADN homologues aux séquences du virus 
MMTV. Utilisant cette approche Wang et ses collaborateurs ont détecté des séquences du 
gène env du virus MMTV dans 30-40% des cas de cancer du sein chez des femmes dans 
diverses populations (Wang et al., 1995). 
Durant ces dernières années, d'autres équipes ont aussi signalé que le virus EBV pourrait être 
associé à la pathogenèse de cas sporadiques de cancer du sein chez l'Homme. Utilisant 
différentes techniques de PCR, d’hybridation in situ et d’immunohistochimie, l'EBV a été 
retrouvé dans 2 à 66% de cas de cancer du sein (Gaffey et al., 1993 ; Bonnet et al., 1999 ; 
Lespagnard et al., 1995 ; McCall et al., 2001 ; Serraino et al., 2001 ; Preciado et al., 2005 ; 
Perkins et al., 2006), mais cette association reste à ce jour un sujet de large controverse.  
D’autre part, il a été démontré, in vitro, que la transfection de cellules épithéliales mammaires 
humaines par les virus HPV du type 16 ou 18 pouvait entrainer leur transformation en cellules 
cancéreuses (Band et al., 1990 ; Wazer et al., 1995). Ceci a soulevé l’hypothèse que les HPV 
pourraient être étiologiquement liés à certains cas de cancer du sein. Cependant, à la 
différence du carcinome du col utérin, qui est presque toujours associé aux HPV, le rôle de 
ces virus dans le développement du cancer du sein demeure un sujet de discussion. En effet, 
certaines études ont rapporté la détection de l'ADN des HPV dans des tumeurs mammaires, 
particulièrement les types 16, 18 et 33 (Di Lonardo et al., 1992 ; Yu et al., 2000 ; Liu et al., 
2001 ; Li et al., 2002 ; Damin et al., 2004 ; Widschwendter et al., 2004 ; Kan et al., 2005 ; de 
Villiers et al., 2005 ; Kroupis et al., 2006 ; Choi et al., 2007 ; Khan et al., 2008 ; Akil et al., 
2008 ; Mendizabal-Ruiz et al., 2009 ; Cantu de Leon et al., 2009), mais d'autres études n’ont 
pas retrouvé ces virus dans le cancer du sein (Wrede et al., 1992 ; Gopalkrishna et al., 1996 ; 
Bratthauer et al., 1992 ; Lindel  et al., 2007 ; de Cremoux et al., 2008). 
Au cours des dernières années, différents laboratoires ont signalé la présence du polyomavirus 
SV40 dans plusieurs types de tumeurs humaines, y compris les tumeurs gliales du cerveau 
(Bergsagel et al., 1992), les mésothéliomes (Carbone et al., 1994), les ostéosarcomes 
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(Yamamoto et al., 2000), les lymphomes (Vilchez et al., 2002 ; Amara et al., 2007), les 
hépato-carcinomes (Wong et al., 2003), et les cancers de la thyroïde (Pacini et al., 1998). Le 
pouvoir oncogénique du virus SV40 est en grande partie dû à l’expression d’une oncoprotéine 
virale appelée antigène grand T (Tag). Selon plusieurs études, l’oncoprotéine Tag induit la 
transformation néoplasique cellulaire par le biais de l'interaction et de l'inactivation 
fonctionnelle des produits d’expression de deux gènes suppresseurs de tumeur p53 (Mietz et 
al., 1992) et pRb (Dyson et al., 1989), induisant ainsi des anomalies dans la régulation du 
cycle cellulaire et de l'apoptose. 
Deux études récentes indiquent la capacité du virus SV40 à transformer in vitro des cellules 
mammaires normales en cellules tumorales. La première étude a porté sur un modèle de souris 
transgénique exprimant l’oncoprotéine Tag du virus SV40 et conçue pour l’étude du cancer 
du sein. Dans ce modèle il a été mis en évidence une inactivation des gènes suppresseurs de 
tumeurs P53 et Rb. Suite à cette inactivation, se produit un développement anarchique et 
incontrôlé d’un clone cellulaire mammaire aboutissant à l’apparition chez ces souris d’un 
carcinome mammaire ressemblant fortement aux cancers du sein chez l’Homme (Green et al., 
2000). La deuxième étude a été réalisée sur des cultures de cellules mammaires humaines 
normales visant à déterminer les événements minimums nécessaires à la transformation 
maligne des cellules ; il a été prouvé que l'introduction de trois gènes codants respectivement 
pour l’oncoprotéine Tag du virus SV40, la sous-unité catalytique de la télomérase et 
l’oncoprotéine H-RAS, aboutit à une transformation maligne de ces cellules épithéliales 
mammaires (Elenbaas et al., 2001). Mais paradoxalement à ce jour, aucune étude n’a tenté de 
vérifier si ce virus est impliqué dans le développement du cancer du sein chez l’Homme. 
D’autre part, il a été rapporté, récemment, que la présence du virus SV40 dans les 
mésothéliomes humains était associée à l’hyperméthylation aberrante de la région promotrice 
de certains gènes suppresseurs de tumeurs (Toyooka et al., 2001 ; Toyooka et al., 2002), 
suggérant que le virus SV40 pourrait jouer un rôle dans l’induction de l’hyperméthylation 
dans ce type de cancer. Actuellement, il semble de plus en plus clair que l’hyperméthylation 
aberrante de l’ADN joue un rôle primordial dans le processus de la cancérogenèse (Baylin et 
al., 1998; Herman, 1999; Esteller, 2003). Dans les cancers, l’hyperméthylation des régions 
promotrices des gènes est l’altération épigénétique la plus souvent décrite ; elle est retrouvée 
dans presque tous les types de néoplasies et associée à l’inactivation transcriptionnelle de 
certains gènes, en particulier les gènes suppresseurs de tumeurs conférant ainsi un avantage 
aux cellules néoplasiques (Momparler et Bovenzi., 2000 ; Das et Singal, 2004 ; Esteller et al., 
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2001 ; Esteller et Herman, 2002b ; Herman et Baylin 2003 ; Jones, 1996 ; Jones et Larid 
1999 ; Jones et Baylin, 2002).  
La mise en évidence de l’implication des virus dans le cancer du sein apparait donc cruciale 
pour la compréhension de la pathogénie de ce cancer et pour le développement des nouvelles 
stratégies thérapeutiques. Dans ce travail de thèse nous nous sommes proposés d’évaluer la 
prévalence d’un large spectre de virus (SV40, MMTV-like, papillomavirus et herpesvirus) 
dans le cancer du sein chez la femme Tunisienne et de déterminer les caractéristiques clinico-
pathologiques et moléculaires des cancers du sein associés à ces virus.  
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I.1. Le cancer du sein 
I.1.1. Définition 
La notion de « cancer du sein » relève d’une nomenclature générique qui fait 
référence à tout un ensemble de proliférations néoplasiques de la glande mammaire qui 
diffèrent tant du point de vue histologique qu’en ce qui concerne leur comportement 
évolutif. Le terme de « cancer du sein » ne désigne que les tumeurs malignes, 
potentiellement agressives, du sein tandis que le terme de « tumeur du sein » désigne à la 
fois les tumeurs malignes et bénignes. 
Le terme « carcinome » ou « épithélioma » est parfois utilisé, comme synonyme de 
« cancer ». En réalité le carcinome est un terme spécifique de morphologie microscopique 
(histologique) qui désigne les types les plus fréquents du cancer du sein d’origine 
épithéliale.   
La plupart des tumeurs malignes du sein sont des adénocarcinomes développés soit à partir 
des cellules épithéliales des lobules glandulaires (carcinomes lobulaires) soit à partir des 
cellules épithéliales des canaux galactophores (carcinomes canalaires) et représentent 
environ 98% des carcinomes mammaires. Dans de rares cas, les cellules cancéreuses 
mammaires prolifèrent en carcinome in situ sans rupture de la lame basale, par opposition 
au carcinome infiltrant (Saglier et Antoine, 1996). Il existe 4 types architecturaux de 
carcinomes canalaires in situ (massif, cribriforme, papillaire et comédo) dont le pronostic 
est favorable. Malheureusement, le carcinome est souvent infiltrant, ses formes les plus 
fréquentes sont le carcinome canalaire infiltrant (85%) et le carcinome lobulaire infiltrant 
(5%). Mais il existe  d’autres  formes rares de carcinomes infiltrants,  tels que les 
carcinomes médullaires, les carcinomes mucineux (ou colloïdes), les carcinomes tubuleux, 
les carcinomes apocrines et la maladie de Paget (tumeur du mamelon). Les tumeurs 
malignes en dehors des carcinomes primitifs du sein sont rares,  elles représentent moins 
de 1% de toutes les tumeurs malignes du sein et constituent un groupe de lésions disparates 
comportant les sarcomes phyllodes, les sarcomes mésenchymateux, les angiosarcomes et 
les lymphomes non hodgkiniens primitifs du sein (Tubiana et Koscielny, 1987; 1990).  Le 
Tableau I-1 montre la classification histologique des cancers mammaires préconisée par 
l'Organisation Mondiale de la Santé (Tavassoli, 2003).  
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Tableau I-1: Classification histologique des carcinomes mammaires selon l’OMS (Tavassoli et al, 
2003). 
 
 
Tumeurs épithéliales non infiltrantes 
Carcinome canalaire in situ (intracanalaire) (CCIS) 
Carcinome lobulaire in situ (CLIS) 
Tumeurs épithéliales infiltrantes 
Carcinome canalaire infiltrant de forme commune 
Carcinome canalaire infiltrant avec composante intra-canalaire prédominante 
Carcinome lobulaire infiltrant 
Carcinome mucineux 
Carcinome médullaire 
Carcinome papillaire 
Carcinome tubuleux 
Carcinome adénoïde kystique 
Carcinome sécrétant juvénile 
Carcinome apocrine 
Carcinome métaplasique de type épidermoïde 
Carcinome métaplasique de type à cellules fusiformes 
Carcinome métaplasique de type chondroïde et osseux 
Carcinome métaplasique de type mixte 
Maladie de Paget du mamelon 
 
I.1.2. Epidémiologie 
Le cancer du sein est le cancer le plus fréquent chez la femme. Une femme sur 12 en sera 
atteinte à un moment de sa vie et il représente la première cause de mortalité féminine dans 
la tranche d’âge de 35 à 55 ans (Moss, 1997). A l’échelle mondiale, l’incidence du cancer 
du sein (nombre de nouveaux cas recensés pour 100000 femmes et par an) semble plus 
forte dans les pays industrialisés (Ferly et al., 2002), et les taux les plus élevés sont 
constatés en Europe de l’Ouest, aux États-Unis et au Canada. En France plus de 25 000 
cancers du sein sont diagnostiqués chaque année. Il représente 8 à 10% des tumeurs 
féminines dans le monde, et est responsable de 20% des décès dus aux cancers (Ferly et 
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al., 2002). 
En Tunisie, le cancer du sein représente 25 à 27% des tumeurs malignes féminines (Ben 
Abdallah et al., 1997; Korbi et al., 1995). Chaque année 800 à 1000 nouveaux cas de 
cancers du sein sont diagnostiqués en Tunisie, soit une incidence standardisée de 20/100 
000 femmes par an (Maalej et al., 1999 ; Ben Ahmed et al., 2002). Du 1
er
 janvier 1990 au 
30 juin 1998, 730 nouveaux cas de cancer du sein ont été diagnostiqués uniquement dans la 
région du centre tunisien (Ben Ahmed et al., 2002). Ce cancer se caractérise en Tunisie par 
la fréquence particulièrement élevée des formes évoluées. En effet, les patientes 
tunisiennes consultent le plus souvent tardivement avec un délai moyen de 6 mois et une 
taille tumorale moyenne de 50 mm (Ben Ahmed et al., 2002). Le développement des 
moyens de dépistage pourrait expliquer la fréquence dégressive (48,7% en 1974 contre 
6,2% en 1999) des formes inflammatoires du cancer du sein dont le profil clinique est 
alarmant. Le cancer inflammatoire du sein (équivalent de T4d) intimement lié à la Tunisie 
était très probablement surestimé : les cancers qui étaient classés en “poussée évolutive” 
dans de nombreuses publications seraient en réalité localement évolués et négligés (Maalej 
et al., 1999 ; Tabbane et al., 1985). 
Le cancer du sein s’observe à tout âge. Son pic de fréquence se situe entre 50 et 70 ans. Il 
est rare avant 30 ans et il est exceptionnel avant 20 ans. L’âge moyen en Tunisie est de 50 
ans avec 2 pics qui se situent aux alentours de 45-50 ans et 60-65 ans (Maalej et al., 1999).  
 
I.1.3. Facteurs pronostiques  
Les éléments de pronostic du cancer du sein sont de plusieurs ordres : cliniques, 
histologiques et biologiques. 
I.1.3.1. Facteurs cliniques 
a- La classification TNM 
Plus la connaissance des tumeurs s’améliore, plus l’hétérogénéité s’accentue.  Il est 
nécessaire de pouvoir  regrouper les tumeurs en groupes homogènes sur un plan 
pronostique et thérapeutique. La classification TNM proposée par Pierre Denoix a le 
mérite de répondre à ces exigences. 
Elle a été retenue comme base de classification par le comité de nomenclature et de 
statistique de l’UICC (Union Internationale Contre le Cancer) (Broeders et al., 2000). 
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Elle est basée sur le principe de l’extension anatomique déterminé par la clinique et 
l’histopathologie. A la base du système T (tumor-tumeur), N (nodes-ganglions), M 
(metastasis-métastases) il y a l’idée de coder l’extension locale, régionale et générale. 
D’une façon générale, on associe à ces trois lettres des chiffres (dont la valeur augmente 
quand augmente la gravité) qui varie de 0 à 4 pour le T, de 0 à 3 pour le N, et sont soit 0 
soit 1 pour le M. Cela conduit à un grand nombre de possibilités TNM. 
 
b- L’âge  
L’âge est le facteur de risque le plus important du cancer du sein, avec une courbe 
d’incidence monotone augmentant de 30 à 70 ans. Les cancers survenant avant 50 ans 
représentent 15 à 20% des cancers du sein. L’âge moyen de survenue du cancer du sein en 
Tunisie est de 55 ans. A taille égale, le cancer du sein est beaucoup plus agressif chez une 
femme ménopausée que chez une femme jeune. 
 
c- Le délai de prise en charge 
Le retard de prise en charge thérapeutique assombrit nettement le pronostic. Une méta-
analyse de 87 études, a révélé que les patientes pour lesquelles ce délai était supérieur à 3 
mois avaient un taux de survie de 12 % inférieur à celui des femmes prises en charge plus 
rapidement (Richards et al., 1999). Il faut souligner la fréquence du diagnostic tardif dans 
notre pays, en effet une grande proportion des cancers diagnostiqués sont des formes 
localement évoluées (T3, T4), avec une taille moyenne de 50 mm et une patiente sur cinq 
présente des métastases lors du diagnostic.   
 
I.1.3.2. Facteurs anatomopathologiques 
 
a- Le type histologique 
En général, le type histologique n’est pas un critère utilisé en pratique, même si il est 
reconnu que certains types histologiques sont de meilleurs pronostics tels que : les 
carcinomes lobulaires, mucineux (colloïdes) et médullaires. 
 
b- La taille tumorale 
Elle est liée à l’envahissement ganglionnaire même si à statut ganglionnaire identique 
l’augmentation de la taille tumorale est associée à un pronostic défavorable (Carter et al., 
1989). Une taille tumorale supérieure à 2 cm représente un facteur de mauvais pronostic. 
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c- Le grade histopronostique SBR 
L’évolution d’un cancer est liée à son degré d’anaplasie par rapport au tissu d’origine. En 
effet, plus une tumeur est anaplasique plus l’évolution est péjorative. La classification 
histopronostique la plus utilisée actuellement est  le grade de « Scarff, Bloom and 
Richardson » (SBR) (Bloom and Richardson, 1957), revu par le groupe de Nottingham 
(Amat et al., 2002), repris par l’European Community Working group for Breast Pathology 
et préconisé par l’OMS. 
La méthode du grading SBR consiste à évaluer trois paramètres morphologiques: 
• La formation de tubules ou degré de différenciation 
• Le pléomorphisme nucléaire ou degré d’anisonucléose 
• La fréquence des mitoses. 
Un score allant de 1 à 3 est attribué à chacun de ces paramètres. Les différents scores sont 
additionnés pour obtenir le grade histologique global :  
• Grade I = score 3-5 (pronostic favorable) 
• Grade II = score 6-7 (pronostic intermédiaire) 
• Grade III = score 8-9 (pronostic sombre) 
Les cancers de grade I sont mieux différenciés, tandis que les cancers de grade III le sont 
moins. Les cancers indifférenciés ont habituellement une évolution plus grave et plus 
rapide que les cancers différenciés (Amat et al., 2002).  
 
d- L’envahissement ganglionnaire 
Le cancer du sein est très lymphophile. L’envahissement ganglionnaire est habituellement 
considéré comme le plus important des facteurs pronostiques. Sa présence est corrélée à la 
taille de la tumeur et au grade SBR. D'autres éléments tels que la taille ganglionnaire, 
l'importance de l'envahissement et la rupture capsulaire sont également discutés. 
Actuellement, beaucoup d'équipes s'intéressent au caractère micro métastatique de 
l'envahissement déterminé par immuno-marquage (Mauri et al., 1999). 
I.1.3.3. Facteurs biologiques 
a- Les récepteurs hormonaux  
Il existe 2 types de récepteurs hormonaux : les récepteurs à l’œstrogène (RE) et à la 
progestérone (RP). La première étude de la valeur pronostique des récepteurs aux 
œstrogènes publiée par Knight en 1977 indiquait une fréquence de récidive nettement plus 
importante pour les patientes RE- que pour les malades RE+ (Knight et al., 1977). Il existe 
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plusieurs méthodes de dosage de ces récepteurs, la référence étant la méthode de dosage 
immunohistochimique. Il est classique de distinguer les tumeurs de bon pronostic RE+ 
RP+ de celles de mauvais pronostic RE- RP-. Les carcinomes mammaires sont plus ou 
moins sensibles à l’hormonothérapie en fonction de l’état de ces récepteurs hormonaux.  
b- HER2/neu (c-erb B2) 
Ce gène HER2/neu est un proto-oncogène qui code pour un récepteur transmembranaire 
partageant une forte homologie de séquence avec le récepteur pour l’epidermal growth 
factor (EGF) (King et al., 1985 ; Slamon et al., 1987, 1989 ; Liur et al., 1992). La protéine 
HER2 est surexprimée suite à l’amplification de son gène dans 15 à 30% des carcinomes 
mammaires (Slamon et al., 1987, 1989). Ces anomalies peuvent être mises en évidence soit 
par la détection de l’amplification de ce gène dans le noyau par hybridation in situ, soit par 
analyse du niveau d’expression de ce gène par immunohistochimie (Dittadi et al., 1993 ; 
Kallioniemi et al., 1992). Ainsi la détermination du statut d’expression de HER2 dans les 
carcinomes mammaires aurait une valeur pronostique péjorative et une valeur prédictive de 
la réponse à la chimiothérapie et/ou à l’hormonothérapie. Il est actuellement connu que les 
carcinomes mammaires surexprimant HER2 sont habituellement de hauts grades et de 
mauvais pronostic. 
 
c- Les marqueurs de prolifération 
À côté de l’activité mitotique qui doit impérativement être évaluée pour établir le grade 
SBR, des marqueurs de prolifération peuvent être utilisés, tels que l’analyse de 
l’expression de Ki67 par immunohistochimie ou la détermination du pourcentage de 
cellules en phase S (synthétisant l’ADN) par cytométrie en flux ou en analyse d’image 
(Keshgegian et Cnaan, 1995). 
Il a été démontré que l’expression de Ki67 dans les carcinomes mammaires est associée à 
un mauvais pronostic, mais les seuils de positivité varient dans la littérature de 1 à 20 %. 
D’autre part, les différentes études ont montré que les taux de rechute et de mortalité 
étaient augmentés lorsque les tumeurs comportaient une proportion élevée de cellules en 
phase S (Wenger et al., 1998). Une corrélation positive aurait aussi été démontrée entre le 
taux de réponse à la chimiothérapie néoadjuvante et le pourcentage de cellules en phase S 
(Fitzgibbons et al., 2000). 
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d- La ploïdie 
Cette technique évalue la quantité d’ADN dans les cellules tumorales (Hadley et al., 1993). 
Elle permet d’identifier les tumeurs dites aneuploïdes plus agressives par opposition aux 
tumeurs diploïdes dont le contenu en ADN est normal. 
 
e- Gène P53 
Le gène p53 localisé sur le chromosome 17 est un gène suppresseur de tumeur. Des 
mutations de ce gène ont été identifiées dans environ un tiers des carcinomes mammaires 
(Elledge et Allred, 1994). La recherche des mutations de p53 pourrait représenter un 
marqueur pronostique intéressant pour les tumeurs sans envahissement ganglionnaire 
(Allred et al., 1993), et permettrait d’identifier un sous-groupe de patientes répondant 
mieux à la chimiothérapie et/ou à la radiothérapie (Bergh et al., 1995 ; Hawkins et al., 
1996). Malheureusement il n’y a pas, à l’heure actuelle, de consensus sur l’utilité des 
recherches de mutations de p53 pour la prise en charge des patientes ayant un cancer du 
sein. 
f- Autres 
L’expression de bcl-2 serait un marqueur de bon pronostic (Elledge et al., 1995). Elle est 
associée à l’expression des récepteurs à l’œstrogène et s’accompagnerait d’une survie sans 
rechute plus longue et d’une meilleure réponse au tamoxifène. 
La protéine pS2 dont l’expression dans le cytoplasme serait induite par les œstrogènes, 
représente un témoin de la présence d’un récepteur aux œstrogènes fonctionnel (Schwartz 
et al., 1991 ; Soubeyran et al., 1996). Il a été démontré que les tumeurs exprimant pS2 
auraient un meilleur pronostic et qu’elles répondraient mieux au tamoxifène, contrairement 
aux tumeurs négatives pour pS2. 
La cathepsine D, qui est une enzyme lysosomiale, serait surexprimée dans les cancers du 
sein de mauvais pronostic : grade histologique élevé, taille importante, envahissement 
ganglionnaire (Gion et al., 1995 ; Thorpe et al., 1989). Elle est associée à un risque accru 
de rechute et à une diminution de la survie sans récidive. Cependant, l’expression de la 
cathepsine D par les cellules tumorales ne semble pas représenter un facteur pronostique 
indépendant (Fitzgibbons et al., 2000).  
La surexpression de l’EGFR a été démontrée dans certains carcinomes mammaires 
n’exprimant pas le récepteur aux œstrogènes (Chrysogelos et Dikson, 1994 ; Fox et al., 
1994 ; Toi et al., 1994). Elle serait associée à une mauvaise réponse au tamoxifène, mais 
actuellement aucun consensus quant à la relation entre la surexpression du récepteur à 
l’EGF et la survie sans récidive n’a été établit. 
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I.1.4. Facteurs de risque 
Les facteurs de risque du cancer du sein sont de trois types : hormonaux, génétiques et 
environnementaux. 
I.1.4.1. Facteurs de risque hormonaux 
L’équilibre oestroprogestatif permet le développement harmonieux de la glande 
mammaire. Ainsi, l’hyperoestrogénie relative ou absolue entraîne une hyperplasie 
épithéliale, un œdème du conjonctif source de sclérose péricanalaire et selon la part 
prépondérante de ces anomalies de base, peuvent se constituer des ectasies plus ou moins 
sécrétantes des galactophores principaux, une mastose sclérokystique, des hyperplasies 
régulières ou atypiques (adénose, épithéliose, papillomatose, hyperplasie atypique 
lobulaire ou galactophorique) , s’accompagnant parfois d’une prolifération 
mésenchymateuse : fibro-adénome ou tumeur phyllode. Cette hyperoestrogénie relative ou 
absolue varie en fonction de la vie génitale de la femme, et d’éventuels traitements 
hormonaux. Ainsi, la ménarche précoce, la ménopause tardive, la nulliparité, l’âge tardif 
de la première grossesse, l’absence d’allaitement et la prise d’œstrogènes seuls de façon 
prolongée augmentent le risque du cancer du sein. Le développement de la pathologie 
épithéliale est lié à des facteurs hormonaux (hyperoestrogénie), mais 
l’hormonodépendance des tumeurs du sein est inconstante : 30 à 35% des cancers du sein 
métastasés  répondent à une hormonothérapie. 
I.1.4.2. Facteurs de risque génétiques 
Le risque relatif est multiplié par 4 pour une femme ayant un parent de premier degré ayant 
développé un cancer du sein. En Tunisie, les antécédents familiaux de cancer du sein sont 
notés dans 14% des cas, le lien de parenté étant de premier degré (mère et/ou sœur) dans 
64% des cas (Ben Ahmed et al., 1997). Plus le lien de parenté est étroit, plus le facteur de 
risque est élevé. Une transmission héréditaire pourrait être à l’origine de 5 à 10% des 
cancers du sein. Le risque cumulé au cours de la vie d’une femme de développer un cancer 
du sein sporadique est de 8 à 10% (soit une femme sur 10 ou 12). Si une femme est 
porteuse d’un gène de prédisposition héréditaire ce risque passe à plus de 80% (Eisinger et 
al., 1995 ; 1999). Des  études de liaisons génétiques effectuées dans des familles à cas 
multiples de cancer du sein ont permis de localiser les gènes BRCA1 et BRCA2 qui  sont 
des gènes suppresseurs de tumeurs. Une mutation de ces gènes est retrouvée dans 3 à 5% 
des cancers du sein (Miki et al., 1994 ; Tavtigian et al., 1996). Une personne porteuse de 
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mutation au niveau de ces gènes a un risque de 80 à 90% de développer un cancer du sein, 
généralement avant l’âge de 50 ans, mais la prévalence de ces mutations semble être faible 
(Futreal et al., 1994). Un troisième gène P53 est à l’origine de tableaux familiaux très 
particuliers de cancer du sein associant principalement des cas de sarcomes, de tumeurs 
cérébrales et d’hémopathies (Blackwood et al., 1992). 
I.1.4.3. Facteurs de risque environnementaux 
- Le rôle des facteurs alimentaires  avec excès de graisse animale, souvent source 
d’obésité, est discuté et expliquerait l’incidence croisée avec le cancer de 
l’endomètre. L’obésité après 50 ans augmente le risque  de cancer du sein 
d’environ 20% (Kelsey et al., 1996). 
- Le rôle de l’irradiation a été prouvé par les explosions atomiques d’Hiroshima, 
ainsi que les expositions professionnelles aux polluants environnementaux et les 
agents chimiques (Henderson, 1993 ; Calaf et Russo, 1993 ; Krajinovic et al., 
2001). 
- Le niveau socio-économique : il est mis en évidence par la plupart des études que 
les femmes qui ont un niveau de vie élevée ont un risque multiplié par 2. 
- Le tabagisme et la consommation d’alcool augmenterait le risque de 200% 
(Longneker et Tseng, 1998). 
- Le facteur viral : de multiples études sont en cours dans ce domaine étant donné 
qu’une implication virale a déjà été prouvée pour plusieurs tumeurs : les 
papillomavirus et le cancer du col utérin, le virus d’Epstein-Barr et le lymphome de 
Burkitt et le cancer du Nasopharynx, le virus de l’hépatite B et le cancer primitif du 
foie, le virus HTLV1 et certaines leucémies et lymphomes T, le virus HIV et le 
sarcome de Kaposi. En effet, les virus ont la faculté d’intégrer leur génome dans 
l’ADN des cellules hôtes. On peut donc comprendre dans quelle mesure, ils 
peuvent être impliqués dans cette pathologie, puisqu’ils pourraient générer des 
mutations génétiques engendrant le cancer. L’implication du virus MMTV dans le 
développement du cancer mammaire chez la souris est bien admise (Medina et al., 
1976, Clarke et al., 1990). En effet, cet agent infectieux se transmet de génération 
en génération par le lait maternel et peut s’intégrer dans le génome de la cellule 
perturbant l’activité des proto-oncogènes et accélérant la croissance cellulaire 
(Medina, 1996). Des séquences d’ADN montrant une homologie avec celles du 
virus MMTV ont été détectées dans le cancer du sein humain ce qui suggère que ce 
virus nommé MMTV-like pourrait être la forme humaine du virus de la tumeur 
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mammaire de souris (Ford et al., 2003, Wang et al., 1985, 1998). Ces découvertes 
n’ont pas été confirmées par d’autres auteurs (Witt et al., 2003, Mant et al., 2004). 
Une association entre les papillomavirus humains (HPV) et le cancer du sein est 
très controversée. Certaines études ont décrit la présence des HPV dans le cancer 
du sein dans des proportions variables (Di Lonardo et al., 1992 ; Yu et al., 1999), 
d’autres études montrent qu’ils ne sont pas impliqués (Bratthauer et al., 1992 ; 
Wrede et al., 1992 ; Gopalkrishna et al., 1996 ; Czerwenka et al., 1996). Depuis 
quelques années, l’étude du virus d'Epstein-Barr (EBV) prend de plus en plus 
d’importance. Ce virus a déjà été associé au développement de différents cancers : 
le lymphome de Burkitt, la maladie de Hodgkin, et le carcinome du nasopharynx. 
Mais, les différentes études sur le cancer du sein menées jusqu'à présent sont 
contradictoires. En effet, certaines études n’ont pas trouvé de corrélation entre ce 
virus et le cancer du sein (Glaser et al., 1998 ; Chu et al., 1998 ; Lespagnard et al., 
1995), d’autres ont constaté une association significative (Bonnet et al., 199 ; 
Grinstein et al., 2002 ; Labrecque et al., 1995). 
I.1.4. Mécanismes cellulaires et moléculaires de la carcinogenèse mammaire 
La cancérogenèse mammaire est un phénomène multifactoriel, impliquant plusieurs gènes, 
aussi bien dans les formes héréditaires (anomalies génétiques constitutionnelles) que dans 
les formes sporadiques (anomalies génétiques somatiques). Les modifications moléculaires 
les plus fréquemment décrites dans le cancer du sein sont des amplifications d’oncogènes, 
et des mutations ou délétions de gènes suppresseurs de tumeurs (Thompson et Easton 
2004). Les mutations peuvent toucher les chromosomes (nombre aberrant de copies, 
translocations, délétions, perte d’hétérozygotie, extension des télomères), l’ADN 
(mutations ponctuelles, altérations des microsatellites, évènements épigénétiques), l’ARN 
(sous ou surexpression, mutations), et les protéines (altérations ou modifications 
structurales, changement d’activité enzymatique, localisation, altération du pattern 
d’expression). Par ailleurs, les modifications génétiques les plus fréquemment observées 
sont les pertes d’hétérozygotie concernant soit le chromosome ou un bras du chromosome 
(1, 3p, 6q, 7q, 8p, 11, 13q, 16q, 17, 18p et 22q) (Bièche et Lidereau, 1995 ; Bièche et al., 
1999). A nos jours, de nombreuses modifications géniques ont  donc été décrites dans les 
cancers du sein. Le nombre d’oncogènes et d’anti-oncogènes recensés ne cesse 
d’augmenter ; ces gènes codent pour des protéines impliquées dans de nombreuses 
cascades de transduction telles que les ligands et les récepteurs aux facteurs de croissance, 
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des facteurs de transcription ou encore des protéines régulatrices du cycle cellulaire. 
Comme pour toute tumeur solide, l’hétérogénéité du cancer du sein implique qu’il existe 
plusieurs voies menant à la carcinogenèse mammaire avec des étapes différentes. Le 
cancer solide n’est pas un état statique, mais un processus pathologique évolutif dans 
lequel les cellules cancéreuses en mutation ne prennent l’ascendant sur les autres que si 
leurs modifications leur confèrent un avantage sélectif (Hanahan et Weinberg, 2000). 
Dans le cancer du sein, l’activation des oncogènes par amplification génique a été 
fréquemment décrite (Bièche et Lidereau, 1997) ; les mutations ponctuelles, les insertions 
ou les réarrangements géniques ont été moins observés. Le plus souvent une amplification 
génique est généralement associée à des niveaux élevés d’expression d’ARNm et de 
protéine. Cependant, il existe des cas de surexpression sans amplification du gène. Les 
amplifications les plus fréquentes dans le cancer sein concernent les oncogènes myc, ccdn1 
et HER2/neu. Ces modifications au niveau des oncogènes se traduisent par des sites 
d’expression aberrants ou des niveaux d’expression anormalement élevés, et en 
conséquence, par des gains de fonctions tendant à favoriser la prolifération des cellules 
tumorales. La mise en évidence de gènes suppresseurs de tumeurs et leurs études sont plus 
récentes, et tendent à montrer leur intervention dans la carcinogenèse au même titre que les 
oncogènes.  
Les gènes suppresseurs de tumeurs agissent à différents niveaux de la vie de la cellule et 
sont communément subdivisés selon leur fonction, en garants de la stabilité du génome, 
inhibiteurs de la croissance cellulaire au sens large et modulateurs du microenvironnement 
cellulaire. 
Plusieurs mécanismes peuvent être à l’origine de cette inactivation. Actuellement, les 
pertes d’hétérozygotie (ou perte d’allèles), les mutations et les altérations épigénétiques 
représentent les 3 évènements les plus observés dans le cancer du sein lors de l’inactivation 
de gènes suppresseurs de tumeurs. Certaines pertes d’hétérozygotie  ont été mises en 
évidence sur l’ensemble du génome des cellules cancéreuses mammaires. Cependant, 
certaines régions semblent plus fréquemment concernées, parmi lesquelles on cite les bras 
longs des chromosomes 1, 6, 7, 8, 11, 16, 17, 18 et 22 et les bras courts des chromosomes 
1, 3, 11 et 17 (Bièche et Liderau, 1995, 1997). Il existe souvent plusieurs régions délétées 
sur un même bras de chromosome ce qui implique vraisemblablement la participation de 
plusieurs gènes suppresseurs de tumeurs. 
Des mutations ponctuelles sont également impliquées dans le processus de cancérisation 
inactivant les gènes suppresseurs de tumeurs. Ainsi des mutations du gène p53 (localisé 
dans la région 17q13), considéré comme l’un des gardiens du génome, sont retrouvées 
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dans environ 15 à 60% des cancers du sein. Par ailleurs, les altérations génétiques 
(mutations, délétions, amplifications et translocations chromosomiques) développeraient le 
cancer, et favoriseraient la progression tumorale. Ainsi, le plus souvent ces altérations 
touchent les oncongènes et les gènes suppresseurs de tumeurs conduisant la cellule 
tumorale vers un statut de plus en plus agressif. Ces altérations mènent à des désordres 
protéiques d’ordre qualitatif et/ou quantitatif au sein des cellules cancéreuses, se traduisant 
par des gains et des pertes de fonctions biologiques. Mais lors du processus de 
cancérogenèse, d’autres altérations peuvent avoir lieu, et en particulier des altérations 
épigénétiques.  
En effet, l’empaquetage de l’ADN dans le noyau, sous forme de chromatine, joue un rôle 
essentiel dans la régulation de l’expression génique (Davie et al., 1999), et tend à montrer 
son rôle dans les modifications de l’ADN observées dans les cellules cancéreuses, 
expliquant ainsi la levée d’inhibition pour certains gènes ou l’effet inverse pour d’autres. 
L’acétylation et la méthylation sont les altérations épigénétiques les plus fréquemment 
retrouvées dans les tumeurs mammaires. Le degré d’acétylation des histones (protéines 
impliquées dans la structure de la chromatine) influence la compaction de la chromatine, et 
régule ainsi l’accès des facteurs généraux de transcription à l’ADN et, par conséquent, 
l’activité génique (Rountree et al. 2001). L’autre mécanisme de régulation épigénétique est 
la méthylation des cytosines regroupées sous la forme d’îlots CpG au niveau du promoteur 
de la transcription de certains gènes (Rountree et al., 2001 ; Davie et al., 1999 ; Yang et 
al., 2001 ; Widschwendter et Jones, 2002). Par conséquent, la perte d’expression de ces 
gènes joue un rôle important dans le cancer, puisqu’il peut faciliter l’accumulation de 
dommages fait à l’ADN conduisant à la transformation maligne. Aujourd’hui plusieurs 
gènes, dont la perte d’expression va de paire avec l’état de méthylation, sont identifiés, tels 
que : RASSF1A, RE, cycline D2, p16, BRCA1…Cette voie d’altération de l’expression 
des gènes suppresseurs de tumeur sera détaillée plus loin dans ce chapitre. 
Avec cette vue d’ensemble, on constate que les données scientifiques suggèrent que la 
perte de l’expression d’un gène est associée à l’évolution du cancer. Néanmoins, les 
mécanismes par lesquels les altérations épigénétiques ont lieu sont encore peu connus. 
Cependant, les protéines intervenant dans ces modifications d’empaquetage de l’ADN 
semblent représenter un nouvel aspect thérapeutique pour lutter contre les cancers. Outre 
les altérations observées au niveau des gènes suppresseurs de tumeurs, d’autres gènes sont, 
eux aussi modifiés au cours de la cancérogenèse mammaire. 
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Ces différents mécanismes cellulaires et moléculaires à l’origine du déclanchement de la 
carcinogenèse mammaire surviendraient en réponse à une agression extérieure. Plusieurs 
facteurs ont déjà été incriminés tels des facteurs chimiques (tabac…), physiques (radiation 
ionisante…) et récemment des facteurs infectieux et plus précisément viraux font l’objet de 
plusieurs travaux de recherches. 
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I.2. Le virus simien 40 (SV40)  
I.2.1. Epidémiologie et transmission du virus SV40 
Le virus simien 40 (SV40) a été identifié en 1960 par Sweet et Hilleman (Sweet et 
Hilleman, 1960) dans des lignées de cellules rénales de singes verts africains qui servaient 
à préparer le vaccin anti-poliomyélitique du Dr. Jonas Salk en 1955 (Dang-Tan et al., 
2004). Ce virus fut appelé SV40 (SV pour Simian Vacuolating) en raison de sa capacité à 
induire la formation de vacuoles dans le cytoplasme des cellules rénales de singe et le 
numéro 40 correspond au numéro du virus dans le système de décompte des virus du singe 
Rhésus. Dans la nature, le virus SV40 se trouve chez les singes africains, en particulier le 
singe vert et  le singe rhésus Macaca mulatta. Ce virus ne semble pas associé à quelques 
symptômes ou maladies et l’état d’infection chronique chez son hôte naturel semble 
totalement inoffensif. 
Le virus SV40 a été incriminé comme contaminant de vaccins anti-poliomyélite. En effet, 
ces vaccins ont été préparés à partir de cellules rénales de singes rhésus provenant 
d’animaux naturellement infectés par le virus SV40 (Carbone et al., 1997b ; Barbanti-
Brodano et al., 2004 ; Vilchez et al., 2003a). Plusieurs études épidémiologiques estiment 
que presque cent millions de personnes aux États-Unis ont été exposées par imprudence à 
ce virus et ceci à travers le vaccin de la poliomyélite entre 1955 et 1963 (Vilchez et al., 
2003a ; Shah et Rollison, 2001). Ces vaccins ont été aussi distribués dans d’autres 
pays comme la Russie, la France, l’Allemagne, l’Italie, le Mexique, les pays de l’Europe 
de l’Est et probablement dans plusieurs autres pays mais aucune donnée épidémiologique 
n’est disponible (Vilchez et al., 2003a,b ; Barbanti- Brodano et al., 2004). Ces 
observations suggèrent que le virus SV40 a pu être transmis aux humains par réception du 
vaccin contaminé.  
En effet, plusieurs constatations supportent l’idée que le virus SV40 est présent dans les 
tissus humains et peut être transmis dans la population humaine de façon directe ou 
indirecte et ceci indépendamment de l’administration du vaccin anti-poliomyélite 
contaminé (Barbanti-Brodano et al., 2004). Des séquences du virus SV40 ont été détectées 
dans des échantillons de sang et de sperme et des virions SV40 ont été retrouvés dans 
l’urine et les eaux usées indiquant ainsi que les voies de transmission sanguine, sexuelle et 
oro-fécale peuvent être responsables de la propagation du virus SV40 chez les humains par 
infection horizontale (Barbanti-Brodano et al., 2004). 
Chapitre I 
 
15 
 
L’intérêt porté à ce virus a récemment augmenté car il a été retrouvé dans certaines formes 
de cancers  humains : les mésothéliomes, les tumeurs du cerveau, les tumeurs osseuses 
(Carbone et al., 1997 ; Jasani et al., 2001) et plus récemment, le virus SV40 a été associé à 
certains types de lymphomes (Shivapurkar et al., 2002 ; Vilchez et al., 2002 ; Amara et al., 
2007). 
I.2.2. Structure et organisation du génome du virus SV40 
Le virus SV40 appartient au genre polyomavirus qui fait partie de la famille des 
papovaviridae, qui dans la classification systémique des virus, fait partie du groupe défini 
comme virus à ADN bicatenaire dépourvu d’enveloppe. Les polyomavirus sont des virus 
de petite taille non enveloppés, ayant une capside icosaédrique de symétrie cubique 
mesurant 45 nm de diamètre. Trois protéines structurales composent la capside : VP1, VP2 
et VP3. VP1 représente 75% de la masse protéique virale et contient un site antigénique 
commun à tous les polyomavirus. Le génome viral est constitué d’un ADN bicaténaire, 
circulaire, composé d’environ 5,2 Kb.  
Le génome du virus SV40 comporte trois régions fonctionnelles distinctes exprimées 
pendant les phases précoces et tardives de l’infection. La région précoce se situe du coté 
proximal de l’origine de réplication codant pour l’antigène grand T (Ag-T) et l’antigène 
petit t (Ag-t). L’Ag-T est une protéine de liaison de l’ADN ayant une affinité élevée et une 
forte spécificité pour des séquences de 5 nucléotides situées près de l’origine de la 
réplication de l’ADN viral. La fixation de l’Ag-T sur ces sites joue un rôle essentiel dans le 
déclenchement de la réplication. Le rôle de l’Ag-t est moins connu; cette protéine pourrait 
servir à activer la réplication virale. 
La région tardive se situe du côté distal de l’origine de la réplication, codant pour les trois 
protéines virales de structure de la capside VP1, VP2 et VP3 ainsi que pour l’agnoprotéine. 
La région non codante ou de régulation se situe entre les deux précédentes, contenant 
l’origine de la réplication ainsi que les promoteurs des transcriptions (ARN messagers) 
précoces et tardives. 
I.2.3. Cycle de réplication du virus SV40 
Le virus SV40 n’induit pas de tumeur ni de transformation cellulaire chez son hôte naturel. 
Ainsi, dans les cellules de son hôte habituel (cellules permissives), l’infection est suivie 
d’une réplication du virus, d’une lyse cellulaire et d’une libération des virions (Butel et al., 
1999 ; Carbone et al., 2003). Comme toute cellule permissive est ainsi tuée par la 
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réplication virale, elle échappe à toute transformation. Cependant, le potentiel transformant 
de ce virus peut apparaitre dans les cellules non permissives, celles où la réplication virale 
est bloquée ; il arrive alors que le génome viral s’intègre à l’ADN de ces cellules et que 
l’expression des gènes viraux singuliers transforme la cellule infectée. Le virus SV40 initie 
l’infection par la liaison à des récepteurs spécifiques à la surface des cellules hôtes 
susceptibles qui est le complexe majeur d’histocompatibilité de classe I (CMHI) (Breau et 
al., 1992 ; Anderson et al., 1998 ; Norkin, 1999), expliquant son large tropisme et sa 
capacité d’infecter et d’induire la transformation de divers types cellulaires et tissulaires 
(Vilchez et al., 2003a).  
En effet, après la liaison à la surface cellulaire, le virus pénètre par endocytose (Anderson 
et al, 1996), la vacuole migre vers le noyau où il y aura décapsidation de l’ADN et 
initiation de la transcription de la région précoce (White et Khalili, 2004). La réplication de 
l’ADN viral commence juste après l’accumulation des Ag-T phosphorylés qui se lient au 
site Ori (Lednicky et Butel, 2001). Le transcrit primaire de la région précoce donne des 
ARNm codant l’Ag-T et  l’Ag-t. L’Ag-T et une large phosphoprotéine nucléaire essentielle 
pour la réplication de l’ADN viral, elle se lie à un site spécifique de la région régulatrice du 
génome pour initier la réplication (Strickler et al., 1996) en favorisant l’ouverture de la 
double hélice (Zhen et al, 1999) et le recrutement des protéines cellulaires nécessaires pour 
la synthèse d’ADN comme l’ADN polymérase et la protéine A de réplication (White et 
Khalili, 2004). De plus, en se liant au site spécifique au niveau de la région de régulation, 
l’Ag-T autorégule sa propre synthèse (Lednicky et Butel, 2001). Comme la réplication se 
poursuit, les gènes tardifs commencent à être exprimés. L’Ag-T stimule la transcription à 
partir du promoteur tardif et réprime celle du promoteur précoce. Les produits des gènes 
tardifs sont les protéines de la capside (VP1, VP2 et VP3) qui se réunissent avec l’ADN 
viral répliqué pour former les virions qui seront libérés par lyse cellulaire (White et Khalili, 
2004). 
D’un autre côté l’ADN du virus SV40 peut être intégré dans l’ADN chromosomique des 
cellules hôtes spécialement au cours d’une infection non permissive (White et Khalili, 
2004). Après pénétration dans le noyau cellulaire, l’ADN viral va être intégré à l’ADN 
cellulaire et sera répliqué au rythme des divisions cellulaires. Les gènes viraux précoces 
vont être transcrits, les ARN messagers transportés dans le cytoplasme et traduits. Les 
protéines précoces se répartissent alors entre le noyau et la membrane plasmique et leur 
présence continue dans cette cellule permissive y induit des caractéristiques tumorales 
nouvelles. Il est noté que l’intégration de l’ADN viral dans l’ADN chromosomique des 
cellules hôtes n’est pas nécessaire pour la formation des tumeurs et que l’ADN épisomal 
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peut se trouver seul ou en association avec le génome viral intégré dans les cellules 
transformées (Lednicky et Butel, 2001). 
I.2.4. Pouvoir transformant du virus SV40  
Le virus SV40 est un virus oncogène capable de transformer les cellules humaines. En 
effet, le virus SV40 est l’un des premiers virus ayant permis de transformer in vitro une 
cellule normale en cellule tumorale. 
Son rôle précis dans l’étiologie des tumeurs humaines est encore en cours de recherche 
(Shah, 1990). Le génome de ce polyomavirus encode 6 protéines virales: 3 protéines 
structurelles de la capside (VP1, VP2 et VP3) et 3 protéines régulatrices (antigène grand T, 
antigène petit t et agnoproteine). Étant donné que le génome des polyomavirus ne code pas 
pour des protéines de la réplication, ces virus doivent conduire les cellules hôtes en phase S 
où les protéines cellulaires de la réplication de l'ADN sont produites. Un des principaux 
mécanismes par lesquels se déroule l’oncogenèse est fonction des protéines précoces : 
l’antigène grand T et petit t.  
L’Antigène grand T est une protéine phospho-nucléaire (Martini et al., 2004), 
multifonctionnelle codée par la région précoce du génome viral (Shah, 1990). Tout 
d'abord, cette protéine induit la synthèse d’enzymes impliquées dans le métabolisme de 
l’ADN et des ARN (synthèse des bases, polymérases…), elle provoque également la 
stimulation de la réplication de l’ADN cellulaire et active le passage de la cellule en phase 
S. Cette accumulation et le passage par un cycle de division, qui permet en cycle lytique la 
réplication conjointe des ADN cellulaires  et viraux, pourraient, dans des cellules non-
permissives, accroitre les probabilités de recombinaisons illégitimes et favoriser ainsi 
l’intégration de l’ADN viral.  
On sait depuis longtemps que l'antigène grand T interfère avec deux protéines suppresseurs 
de tumeurs qui régulent la progression du cycle cellulaire, p53 et pRb. Cette stimulation 
aberrante du cycle cellulaire induit la transformation oncogénique. En se fixant sur la 
protéine pRb, les antigènes grand T favorisent la libération des facteurs de transcription 
E2F et la prolifération cellulaire anarchique caractéristique des transformations 
oncogéniques (DeCaprio et al., 1988 ; Dyson et al., 1990).  Toutefois, l'antigène grand T 
fixe et inactive la protéine p53, favorisant ainsi la progression du cycle cellulaire et 
l'inhibition de l'apoptose. Les antigènes T empêchent aussi l'action de p53  en réponse aux 
altérations de l'ADN ou à la production de la protéine p14
ARF
. 
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L’antigène petit t est la deuxième protéine codée par la région précoce du génome viral. Le 
rôle de l’antigène petit t dans le cycle cellulaire des polyomavirus n’est pas bien élucidé 
(Martini et al., 2004). L’antigène petit t de ce virus a un rôle mitogénique dans la 
transformation cellulaire par liaison et inhibition de la protéine phosphatase 2A (Pagano et 
al., 2004). L’antigène t coopère avec l’antigène T dans la transformation des cellules par le 
virus SV40 et augmente la production du virus dans le cas de l’infection des cellules 
permissives (Martini et al., 2004). 
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I.2.5. Pathologies associées au virus SV40  
Le virus SV40 est associé à plusieurs tumeurs chez l’homme. Ceci est résumé dans le 
Tableau I-2.  
 
Tableau I-2 : Pathologies humaines associées à la présence du virus SV40. 
 
Pathologies Sous types Prévalence du 
virus SV40 
Références 
 
Lymphomes 
 
 
 
Tumeurs cérébrales 
 
 
 
 
 
 
 
Tumeurs osseuses 
 
 
 
Tumeurs thyroïdiennes 
 
 
 
 
Tumeurs pleurales 
 
 
- hodgkiniens 
- non hodgkiniens 
- B à grandes cellules 
 
 
Carcinomes du plexus choroïde 
Ependymomes 
Astrocytomes 
Meningiomes 
Glioblastomes 
Médulloblastomes 
 
 
Ostéosarcomes 
 
 
Carcinomes papillaires 
Carcinomes anaplasiques 
Carcinomes médullaires 
Tumeurs bénignes 
 
 
Mésothéliome 
 
9 -14,5% 
10,5 – 43% 
50% 
 
 
37,5 – 100% 
63,5 - 100% 
44 – 73% 
28 – 90% 
33,3 – 100% 
21,8 – 33% 
 
 
11,9 – 50% 
 
 
25 -68% 
75 – 100% 
83 – 90% 
0 – 10% 
 
 
39 – 100% 
 
Martini et al. 1998, Shivapurkar et al. 
2002 
Martini et al. 1998, Vilchez  et al. 2002 
Amara et al., 2007 
 
Bergsagel  et al. 1992 
Krieg et al. 1981; Jasani  et al. 2001 
Krieg  et al. 1981; Jasani  et al. 2001 
Krieg  et al. 1981; Jasani  et al. 2001 
Krieg  et al. 1981; Jasani  et al. 2001 
Krieg  et al. 1981; Jasani  et al. 2001 
 
 
Lednicky  et al. 1997 ; Yamamoto et al. 
2000 
 
 
Ozdarendeli  et al. 2004; Vivaldi  et al. 
2003 
 
 
 
 
Testa et al. 2001 ; Carbone et al. 1994  
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I.3. Le Virus MMTV-like 
I.3.1. Introduction et caractéristiques du virus MMTV 
En 1936, Bittner prouvait que des tumeurs mammaires spontanées de souris de laboratoire 
étaient dues à la présence d’un virus transmis à la descendance par le lait des mères 
atteintes de cancer du sein, il le nomma le « Mouse Mammary Tumor Virus » (MMTV) 
(Bittner, 1936). Ce virus a été largement incriminé dans la pathogénie des tumeurs 
mammaires chez la souris, sa transmission se fait soit par voie endogène dans les lignées 
germinales comme provirus ; soit par voie exogène à travers le lait maternel comme virion 
infectieux.  
Des séquences d’ADN montrant une homologie avec celles du virus MMTV ont été 
détectées dans le cancer du sein humain ce qui suggère que ce virus nommé MMTV-like 
pourrait être la forme humaine du virus de la tumeur mammaire de souris (Black et al., 
1975 ; Etkind et al., 2000 ; Melana et al., 2001 ; Ford et al., 2003 ; Wang et al., 1995, 
1998). D’autres appellations ont été décernées à ce virus dont HMTV pour Human 
Mamrnary Tumor Virus (Melana et al., 2002) et HHMMTV pour Human Homologue of 
the Mouse Mammary Tumor Virus (Lawson et al., 2000). 
Le virus MMTV appartient à la famille des β-rétrovirus, et comme tous les rétrovirus le 
génome du virus MMTV sera rétro-transcrit en ADN proviral qui s’intègre d’une façon 
aléatoire dans le génome des cellules infectées de souris à proximité d’un proto-oncogène 
cellulaire appartenant à la famille des Wnt. Le génome de ce virus a une taille d'environ 9 
kb. Au moins cinq des transcrits sont générés à partir du génome viral par épissage 
alternatif, dont quatre sont initiés dans les régions LTR (long terminal repeat) en 5' et se 
terminent dans la région LTR en 3'. Les régions LTR codent également pour des sites de 
liaison de facteurs de transcription qui déterminent la spécificité tissulaire de la 
transcription (l’épithélium mammaires et les cellules lymphoïdes), ainsi que les éléments 
de réponse aux hormones glucocorticoïdes et à la progestérone qui entraînent une 
augmentation de la transcription virale au cours de la grossesse et de la lactation. Ces deux 
facteurs sont nécessaires pour une production optimale in vivo de l'infection virale (Mink 
et al., 1992 ; Mok et al., 1992 ; Reuss et al., 1995 ; Zhu et al., 2004 ; Vicent et al., 2006).  
Comme tous les rétrovirus, la totalité de la longueur de l’ARN non épissé du virus MMTV 
soutient deux fonctions. Tout d'abord, deux exemplaires sont enveloppés dans les virions et 
fournissent ainsi le génome viral. Par la suite, la totalité de la longueur de l’ARN transcrit 
sert d'ARNm pour la production des protéines virales codées par les gènes gag, dut-pro et 
pol (Coffin et al., 1997). Le gène pol code pour la transcriptase reverse, nécessaires pour 
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générer l'ADN proviral double-brin, et l'intégrase, qui est requise pour l'intégration de 
l’ADN proviral dans les chromosomes des cellules hôte. 
En ce qui concerne le gène de l’enveloppe, un seul ARNm sera traduit et par la suite clivé 
par les enzymes de l’hôte en deux polypeptides : une protéine de surfaces et une protéine 
transmembranaires qui sont nécessaires à la fixation des virions à la surface cellulaire et à 
la médiation de leurs pénétration à l’intérieur des cellules mammaires (Coffin et al., 1997). 
Le virus MMTV commence par l'infection et l'activation des cellules dendritiques et des 
lymphocytes B induisant l'expression d'un super-antigène. Par la suite il y aura production 
de lymphocytes B ayant une longue vie qui peuvent  transmettre  ce virus aux cellules 
épithéliales mammaires. Plus tard, il peut induire la transformation de la glande mammaire 
par son intégration à proximité des proto-oncogènes menant à leur surexpression (Acha-
Orbea et al., 2007). 
I.3.2. MMTV et cancer du sein chez la femme 
De nombreuses découvertes virologiques et immunologiques ont lié le virus MMTV au 
cancer du sein humain (Axel et al., 1972 ; Mesa-Tejada et al., 1978 ; Crepin et al., 1984). 
En 1971, Moore et ses collaborateurs ont démontré, par microscopie électronique, que le 
lait maternel de femmes à haut risque pour le cancer du sein contenait des particules virales 
qui sont morphologiquement semblables au MMTV (Moore et al., 1971). Ces particules 
ont la forme d’un champignon avec des pointes sur l’enveloppe virale. Scholm et ses 
collaborateurs ont prouvé que de telles particules avaient une activité transcriptase inverse 
comme celle des rétrovirus oncogènes (Scholm et al., 1971). Depuis, des évidences ce sont 
accumulées indiquant la présence de particules virales semblables au MMTV dans le tissu 
tumoral de femmes atteintes de cancer du sein (Axel et al., 1972 ; Das et al., 1972) et dans 
des cultures cellulaires établies à partir de tissu mammaire de femmes saines (Furmanski et 
al., 1974; Mc Grath, 1971 ; Keydar et al., 1984). 
Dans la même période, Charney et ses collaborateurs ont montré que le sérum de femmes 
atteintes de cancer du sein  serait capable d’atténuer la virulence du MMTV suggérant que 
des anticorps dirigés contre les antigènes de ce virus sont peut-être présents chez l’espèce 
humaine (Charney et Moore, 1971). Les anticorps réagissant avec le virus MMTV ont été 
détectés à des taux beaucoup plus élevés dans le sérum de femmes atteintes de cancer du 
sein que dans le sérum de femmes saines. La fréquence de détection des anticorps anti-
MMTV chez la femme ayant un cancer du sein varie de 5% en Chine à 60% en Afrique de 
l’Est (Day et al., 1981). 
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Une étude immunohistochimique réalisée sur prélèvements tissulaires de cancers du sein 
humain et utilisant des anticorps dirigés contre les antigènes gp52 du MMTV a montré une 
positivité dans une proportion significative de cas, suggérant la présence d’antigènes 
viraux semblables à ceux du MMTV dans le tissu cancéreux humain (Day et al., 1981). 
I.3.3. MMTV-like et cancer du sein chez la femme 
Des séquences d’ADN viral homologues à celles du MMTV ont été mises en évidence au 
sein de tissu tumoral provenant de femmes atteintes de cancer du sein (Callahan et al., 
1982). Cette détection s’est avérée difficile à cause de la présence de séquences rétrovirales 
endogènes constituant environ 0,6% du génome humain appelé (HERV) qui ont une 
certaine homologie avec les séquences du génome du virus MMTV (May et al., 1983). Les 
HERVs sont aléatoirement distribués dans tous les chromosomes et sont souvent 
incapables d’assurer une réplication productive. Le développement des techniques de 
biologie moléculaire et surtout la PCR, a permis de résoudre ce problème en grande partie 
par Wang et ses collaborateurs (Wang et al., 1995), et ceci en visant la détection de 
séquences d’ADN qui sont homologues aux séquences du MMTV mais qui ont une faible 
homologie avec les rétrovirus endogènes humains. Utilisant cette approche Wang et ses 
collaborateurs ont détecté des séquences du gène env du virus MMTV dans 30-40% des 
cancers du sein chez des femmes dans diverses populations (Wang et al., 1995). 
C’est en travaillant sur des biopsies de tumeurs du sein de femmes originaires de différents 
pays tels que l’Australie, l’Argentine, les Etats-Unis et l’Italie, que les chercheurs ont 
découvert chez certaines d’entre elles la présence de fragments d’ADN du gène env dont 
les séquences étaient très proches du génome du virus MMTV (Wang et al., 1995 ; Pogo et 
al., 1999 ; Melana et al., 2001 ; Ford et al., 2003). Les séquences du MMTV-like étaient 
présentes dans le tissu tumoral, mais elles étaient absentes dans les échantillons 
mammaires normaux ainsi que dans d’autres organes (Wang et al., 1995). Le clonage et le 
séquençage des séquences virales détectées dans ces tumeurs humaines ont montré une 
homologie de 90-98% avec celles du MMTV, mais une très faible homologie avec les 
séquences des rétrovirus endogènes humains et en particulier avec le HERV-K10 (Wang et 
al., 1995, 2001). 
La séquence provirale du virus MMTV-like formée de 9,9 Kb a été mise en évidence par 
des techniques PCR dans deux cas de cancer du sein humain (Liu et al., 2001). Cet ADN 
proviral a une homologie de 95% avec le virus MMTV et partage une homologie de 57% 
seulement, avec l’HERV-K10. Une séquence de 2,7 kb de la région env-LTR (Long 
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Terminal Repeat) a été visualisée par hybridation in situ fluorescente (FISH) dans plusieurs 
chromosomes de cellules de cancer du sein humain en culture (Liu et al., 2001). Très 
récemment, Melana et ses collaborateurs ont isolé la totalité du génome viral du MMTV-
like à partir de tissu mammaire humain frais (Melana et al., 2004). 
Peu de données sont connues concernant la biologie et l’épidémiologie du virus MMTV-
like. Ce virus semble être d’origine exogène puisque l’ADN proviral a été détecté dans le 
tissu tumoral, mais pas dans le tissu histologiquement normal (Melana et al., 2001). 
Stewart et ses collaborateurs ont collecté des données épidémiologiques indiquant que la 
variation géographique de l’incidence du cancer du sein chez les êtres humains est en 
corrélation avec la répartition géographique de la souris domestique commune (Mus 
domesticus,) qui diffère des autres espèces (Mus musculus, Mus castaneus) par 
l’abondance des séquences du virus MMTV dans son génome et par la forte incidence du 
cancer du sein. En effet, Mus domesticus est fréquente en Europe occidentale, en Afrique 
du nord et en Asie. Cette étude a suggéré que le MMTV-like pouvait dériver du MMTV 
(Stewart et al, 2000). Chez la souris, les produits des gènes du MMTV sont présents à des 
concentrations 1000 à 10000 fois plus importantes dans les cellules malignes que dans les 
cellules normales (Mc Grath et al., 1978). Peu de données sont fournies pour déduire si ce 
phénomène se produit aussi chez l’homme avec le MMTV-like. Ceci pourrait expliquer la 
difficulté a détecté le virus MMTV-like dans le tissu normal chez l’espèce humaine (Wang 
et al., 1998). Ces constatations ont suggéré la présence d’un authentique rétrovirus ayant 
une certaine homologie avec le virus MMTV et qui serait impliqué dans la pathogénie du 
cancer du sein chez la femme. 
En revanche, d’autres études n’ont pas réussi à mettre en évidence la présence des 
particules virales du MMTV-like ni à détecter des séquences d’ADN viral par PCR dans 
des larges séries de cancer du sein (Witt et al., 2003, Zanghen et al., 2002). En effet, la 
présence de séquences rétrovirales dans le génome humain ayant une certaine homologie 
avec le MMTV et le risque non négligeable de contamination par les produits 
d’amplification caractérisant les techniques PCR ont contribué avec le manque de données 
épidémiologiques, à affaiblir les évidences favorisant l’existence du virus MMTV-like.  
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I.4. Les papillomavirus humains (HPV) 
I.4.1. Introduction et classification des papillomavirus humains 
Les papillomavirus ont été regroupés avec les polyomavirus pour former la famille de 
papoviridae. Le terme papillomavirus vient du latin papilla, qui signifie bouton et du 
suffixe ome pour signifier le caractère tumoral. 
Les papillomavirus sont classés en fonction de l’hôte qu’ils infectent, animal ou humain. 
Ainsi se distinguent les papillomavirus du bovin (BPV), des cervidés (DPV), du lapin 
(CRPV) et de l’Homme (HPV). Grâce à des techniques d’hybridation plus de 120 types de 
HPV sont actuellement caractérisés et leur nombre ne cesse de croître (Bonnez, 1993). 
Les papillomavirus se caractérisent par une spécificité élevée de l’espèce de l’hôte et un 
tropisme particulier pour la peau et les muqueuses. En effet pour le groupe des HPV, les 
types viraux sont associés à des sites anatomiques spécifiques et à des lésions tumorales 
caractéristiques. Ainsi les HPV types 6, 11, 16, 18 ont un tropisme pour les muqueuses 
orales et génitales, alors que d’autres types viraux ont un tropisme pour la peau. Ce 
tropisme tissulaire pourrait être lié à des récepteurs cellulaires de surface spécifiques ou à 
des facteurs nucléaires intervenant dans la réplication virale (Douvier, 1993). 
L’association entre le type de HPV et les lésions cervicales a été établie, amenant à 
subdiviser les HPV en trois groupes à potentiels oncogènes différents. Le premier groupe 
comporte les HPV à haut risque 16 et 18 qui sont rencontrés dans les dysplasies et les 
cancers épidermoïdes ; le second comporte les HPV à risque intermédiaire 31 et 33 qui 
sont détectés dans les lésions dysplasiques mais exceptionnellement dans les cancers; et le 
dernier regroupe ceux à bas risque HPV 6 et 11 retrouvés dans les lésions bénignes 
(condylomes acuminés) (Lorincz et al., 1992). 
4.2. Structure du virus et organisation génomique 
Les papillomavirus sont de petits virus non enveloppés, à capside icosaédrique. Les 
particules virales ont un diamètre de 52 à 55 nm. La capside est composée de 72 
capsomères constitués d’une protéine majeure L1 et d’une protéine mineure L2, et elle 
renferme un ADN bicaténaire circulaire de 8 kb. 
L’organisation génomique des différents papillomavirus est très proche. Tous les cadres de 
lecture ouverts (ORFs) sont situés sur un même brin de l’ADN viral (Chen et al., 1982). Ils 
sont classées en ORFs précoces  (E: early) et tardifs (L: late) selon leur expression précoce 
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ou tardive durant le cycle de réplication virale et ils sont localisés sur deux régions 
génomiques différentes du même brin codant séparées par une séquence génomique non 
codante de taille variable appelée longue région de contrôle, LCR (Long Control Region), 
ou région non codante. 
4.2.1. Cadre précoce de lecture: Région E  
Ce cadre représente environ 45% du brin codant et renferme 8 régions précoces (E1 à 
E8) codant pour des protéines non structurales intervenant dans la réplication virale ainsi 
que dans le processus de transformation cellulaire. 
4.2.2. Cadre tardif de lecture: Région L 
Ce cadre représente environ 40% du brin codant et possède 2 régions tardives (L1 et 
L2) codant pour les protéines structurales, la protéine majeure L1 et la protéine mineure 
L2. 
4.2.3. Longue région de contrôle: LCR  
Elle représente les 15% restants du brin codant. Elle est localisée entre les 2 classes des 
ORFs précoces et tardives, plus précisément entre l’ORF L1 et l’ORF E6. Cette région 
contient une séquence de régulation, l’origine de la réplication et des éléments 
enhancers intervenant pour moduler l’activité des promoteurs qui sont responsables de 
la spécificité tissulaire et cellulaire des papillomavirus. 
4.3. Physiopathologie de l’infection à papillomavirus  
Les papillomavirus sont très spécifiques de l’espèce qu’ils infectent et induisent des 
tumeurs épithéliales squameuses et/ou des tumeurs fibro-épithéliales chez leur hôte naturel. 
Ils présentent un tropisme pour les épithéliums malpighiens cutanéo-muqueux et leur 
multiplication est étroitement corrélée à la différenciation cellulaire. Au moment de 
l’infection, la particule complète constituée de l’ADN et de la capside, adhère à la 
membrane cytoplasmique et pénètre dans les cellules basales de l'épithélium à la suite 
d'une lésion tissulaire ou d'un microtraumatisme (Evander et al., 1997). Le génome viral se 
maintient sous forme épisomique dans la cellule (20 à 100 copies) et se réplique en même 
temps que le génome cellulaire dans les cellules différenciées. Lors de la migration de ces 
cellules vers les couches les plus différenciées de l’épiderme, la réplication cellulaire cesse 
alors que la réplication virale continue jusqu'à plusieurs milliers de copies par cellules 
(Lambert, 1991). L’expression des gènes viraux est également liée à la différenciation 
cellulaire. En effet, les gènes précoces qui codent pour des protéines non structurales sont 
exprimés dans les cellules basales, alors que les gènes tardifs codant les protéines 
Chapitre I 
 
26 
 
structurales de la capside (L1 et L2) sont exprimés tardivement dans les cellules 
superficielles les plus différenciées. L'effet cytopathogène est caractérisé par la formation 
des koïlocytes. Il s'agit d'une cellule, décrite en 1956 par Koss (Koss et Durfee, 1956), des 
couches intermédiaires avec un noyau œdémateux, une chromatine irrégulière et surtout 
l'existence d'une vacuole intracytoplasmique périnucléaire refoulant le cytoplasme en 
périphérie. Dans certains cas, le virus peut rester à l'état latent dans l'épithélium, son 
génome persiste soit sous forme épisomique, soit intégré au génome cellulaire et aucune 
lésion n'est alors observable (De Villiers et al., 1997). Lors de la transformation cellulaire, 
on constate une perturbation de la croissance et de la différenciation cellulaire: ce sont les 
cellules basales qui prolifèrent et on voit disparaître la différenciation cellulaire au fur et à 
mesure de l'évolution vers les couches externes. Dans ce cas, il n'y a plus de réplication 
virale, plus de synthèse de protéines de la capside mais intégration de l'ADN viral avec 
apparition d'une aneuploïdie (De Villiers et al., 1997). 
4.4. Pouvoir oncogène des HPV 
De nombreux arguments se sont accumulés sur le rôle du HPV dans la genèse des 
néoplasies anogénitales. Les techniques de biologie moléculaire ont démontré non 
seulement la présence des HPV dans les cellules d’un grand nombre de ces tumeurs et 
leurs précurseurs, mais également la mise en jeu de mécanismes viraux spécifiques durant 
la progression tumorale. 
Le génome des HPV, dans la plupart des lésions malignes, est intégré au sein du génome 
de la cellule hôte, alors qu’il est sous forme épisomique dans les lésions bénignes (Howley, 
1991). Ce fait amène à penser que l’intégration virale joue un rôle important dans la 
transformation cellulaire. En effet, l’intégration virale au sein du génome cellulaire a 
parfois lieu dans des régions chromosomiques à proximité des proto-oncogènes dont 
l’altération suite à l’intégration pourrait aboutir à la transformation cellulaire maligne. Ces 
altérations peuvent toucher directement la structure de ces gènes mais aussi leur régulation 
(Lehn, 1988). L’intégration du HPV16 dans des cellules dérivées d’un cancer du col utérin 
a été décrite à proximité du gène C-myc (Durst, 1987) aboutissant probablement à une 
surexpression ou amplification de ce gène. D’un autre coté, l’intégration du génome viral 
par recombinaison des séquences virales avec celles cellulaires induit l’activation de 
l’expression des proteines E6 et E7. Ces deux proteines interagissent d’une manière 
spécifique avec les deux gènes suppresseurs de tumeur p53 et pRb. Cette interaction 
pourrait être à l’origine du processus de transformation maligne. Néanmoins, il faut bien 
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souligner que l’intégration n’est pas obligatoire pour la transformation maligne. La 
corrélation entre cancer et intégration est variable selon le type de HPV impliqué. 
4.5. Pathologies associées aux HPV 
Les papillomavirus humains provoquent des proliférations cutanéo-muqueuses le plus souvent 
bénignes mais parfois malignes. Par des techniques d’hybridation, plus de 120 génotypes ont 
été identifiés. Une vingtaine de génotypes sont à tropisme ano-génital. Parmi eux, certains sont 
détectés dans les dysplasies et les cancers épidermoïdes, ils sont considérés comme des virus à 
haut risque comme les HPV 16 et 18. Les HPV 6 et 11 sont détectés dans les lésions bénignes 
et presque jamais dans les cancers; ces virus sont nommés à bas risque. D’autres types viraux 
dits à risque intermédiaire (HPV 31 et 33) sont retrouvés dans les lésions dysplasiques mais 
exceptionnellement dans les cancers (Lorincz et al., 1992).  
 
Tableau I-3 : Pathologies associées aux papillomavirus humains (d’après (Howley, 
1991)). 
Site anatomique Type de lésions Génotypes impliqués 
Peau Verrues plantaires, vulgaires, 
planes 
 
Verrues de boucher 
Epidermodysplasie verruciforme 
 
Cancer épidermoïde 
1, 2, 3, 4, 26, 27, 28, 29, 38, 
41,57, 63, 65 
2,7 
2, 3, 5, 8, 9, 10, 12, 14, 15, 
17, 19 à 25,37, 41, 47, 50 
5, 8, 14, 17, 20, 41, 47 
Muqueuses 
respiratoires 
Papillome laryngé, nasopharyngé 
Cancer 
6, 11 
16, 18, 30, 31, 33, 40 
Muqueuses 
Digestives 
Verrues vulgaires 
Condylomes acuminés 
Hyperplasie focale épithéliale 
Cancer et leucoplasie orale 
1, 2, 4, 7, 20, 41, 47 
6, 11 
13, 32 
16,18 
Muqueuses 
de l’œil 
Papillome bénin 
Cancer 
6, 11 
16 
Muqueuses 
Urinaires 
Condylome acuminé 
Cancer 
6, 11 
6, 18 
Muqueuses 
Génitales 
Condylome acuminé, néoplasie 
intra- épithéliales de bas grade 
Condylome plan 
Néoplasie intra-épitheliale de 
haut grade 
Cancer invasif 
6, 11, 16, 18, 39, 40, 42, 43, 
44, 53, 54, 55, 58, 59, 67 
6, 11, 42 
16, 18, 31, 33, 39, 42, 44, 45, 
59, 61, 62, 64 
6, 11, 16, 18, 31, 33, 39, 45, 
51, 52, 54, 56, 58, 66 
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L'implication des HPV dans les carcinomes mammaires reste encore un sujet de grande 
investigation. En effet, certaines études ont rapporté la détection de l'ADN des HPV dans 
des tumeurs mammaires, particulièrement les types 16, 18 et 33 (Di Lonardo et al., 1992 ; 
Yu et al., 2000 ; Liu et al., 2001 ; Li et al., 2002 ; Damin et al., 2004 ; Widschwendter et 
al., 2004 ; Kan et al., 2005 ; de Villiers et al., 2005 ; Kroupis et al., 2006 ; Choi et al., 
2007 ; Khan et al., 2008 ; Akil et al., 2008 ; Mendizabal-Ruiz et al., 2009 ; Cantu de Leon 
et al., 2009). Mais d'autres études n’ont pas retrouvé ces virus dans le cancer du sein 
(Wrede et al., 1992 ; Gopalkrishna et al., 1996 ; Bratthauer et al., 1992 ; Lindel et al., 
2007 ; de Cremoux et al., 2008). L’ensemble de ces résultats suggère que le HPV pourrait 
être un cofacteur dans l’étiologie de certains cas de cancers du sein.  
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5. Les herpesvirus humains   
5.1. Introduction et classification des herpesvirus humains 
Les virus appartenant à la famille des herpesviridæs sont largement disséminés dans la 
nature et plus de 130 membres ont été identifiés jusqu’à maintenant (Roizman et Whitley, 
2001). En effet, la majorité des espèces animales sont infectées par au moins l’un de ces 
virus. Une des particularités de ces virus est qu’ils sont responsables d’infections dites 
latentes et persistent tout au long de la vie dans l’organisme de l’individu infecté. Apres 
une primo-infection, ces virus herpétiques restent tapis dans l’organisme sous une forme 
latente ce  qui les soustrait au système immunitaire ainsi qu’aux antiviraux. Dans certaines 
conditions et notamment au cours d’une immunodéficience, l’infection latente peut se 
réactiver, donnant alors une réinfection endogène, ce qu’on appelle une récurrence. Si les 
primo-infections sont souvent asymptomatiques, les infections par les herpesvirus se 
signalent par leur forte morbidité voire leur mortalité dans différents groupes de patients : 
aux âges extrêmes de la vie, au cours des grossesses, chez les patients immunodéprimés 
(maladies hématologiques, sujets transplantés ou atteints par le SIDA). 
Actuellement, huit herpesvirus humains (HHV1 à HHV8) sont identifiés et associés à 
différentes pathologies, et certaines particularités de leurs propriétés biologiques ont mené 
à leur subdivision en trois sous-familles; les Alphaherpesvirinae, les Betaherpesvirinae, et 
les Gammaherpesvirinae.  
Les genres Simplexvirus (HSV1 et 2), et Varicellovirus (HHV3 ou varicella-zoster virus 
(VZV)) sont compris dans la sous-famille des Alphaherpesvirinae. Ces virus ont été 
initialement regroupés en raison de la variété des cellules qu’ils peuvent infecter, leur 
rapidité de propagation en culture cellulaire, leur efficacité à détruire les cellules qu’ils 
infectent (cycle lytique) et leur capacité à établir une latence, principalement dans les 
ganglions sensitifs (Roizman et Whitley, 2001).  
Les Betaherpesvirinae comprennent les genres Cytomegalovirus (HHV5 ou CMV) et 
Roseolovirus (HHV6 et HHV7) qui sont principalement caractérisés par le nombre 
restreint de cellules qu’ils peuvent infecter. Leur cycle réplicatif est plus long, et ceux-ci se 
propagent plus lentement en culture cellulaire. Ces virus et particulièrement le CMV 
entraînent typiquement un élargissement des cellules infectées (cytomégalie). Les sites de 
latence de ces virus ne sont pas encore tous connus, mais il semble que ceux-ci peuvent 
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s’établir dans les glandes salivaires, les cellules lymphoréticulaires, les cellules rénales, et 
d’autres tissus (Roizman et Whitley, 2001).  
Finalement, les Gammaherpesvirinae incluent deux genres : les Lymphocryptovirus 
(HHV4, ou virus Epstein-Bar (EBV)) et les Rhadinovirus (HHV8, ou virus associé au 
sarcome de Kaposi). Ceux-ci se distinguent par leur capacité à se répliquer in vitro dans 
des cellules lymphoblastiques, et certains peuvent mener à une infection lytique dans des 
cellules de type épithélial et fibroblastique. Les virus de cette sous-famille infectent 
préférentiellement les lymphocytes B et les sites de latence semblent se situer 
majoritairement dans les tissus lymphoïdes (Roizman et Whitley, 2001). Ces virus 
possèdent également un pouvoir de transformation des cellules (oncogénicité).  
5.2. Structure et organisation du génome des herpesvirus  
La particule virale est constituée d’un ADN double brin linéaire entouré d’une capside 
icosaédrique. De plus, il possède une enveloppe dans laquelle on retrouve un amas 
organisé de protéines qui correspond au tégument, ces protéines servant lors de la primo 
infection car elles apportent dans un premier temps tout ce dont le virus a besoin pour se 
répliquer. La taille de ce tégument varie en fonction du virus étudié. L’enveloppe est de 
type tri-lamellaire, acquise lors de la sortie des virions après le cycle lytique (membrane 
provenant de la membrane cellulaire). Les spicules exprimées à la surface de l’enveloppe 
virale sont des glycoprotéines courtes codées par le virus et servant lors de la 
reconnaissance de l’hôte. Il en existe 11 différentes sauf chez l’EBV qui ne possède qu’un 
seul type de spicules. 
Tous les herpesvirus humains partagent des propriétés communes. Une d'entre elles est 
l’organisation du génome viral. En effet, tous les herpesvirus sont composés d'un génome 
relativement important à ADN linéaire double brin codant 100 à 200 gènes. On retrouve 
des Unités Codantes (UL ou US) qui servent à la re-circularisation du génome viral lorsque 
celui-ci entre dans la cellule. De plus, ces séquences contiennent une séquence 
d’encapsidation qui permet à une seule copie du génome d’entrer dans la capside en 
formation. Le génome code pour 80 à 200 protéines virales selon le type de virus. Les 
séquences promotrices (50-200pb) sont situées en amont du site d’initiation de la 
transcription. Il n’existe qu’un seul cadre de lecture car le génome est très grand, mais 
certains gènes sont dits « chevauchants » car l’extrémité 5’ d’un gène est contenue dans 
l’extrémité 3’ d’un autre. Les brins d’ADN sont codants ce qui donne ensuite un ARN anti-
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sens et comme il n’y a pas d’épissage, un gène correspond à un ARNm. La transcription 
s’effectue par l’ARN polymérase II cellulaire. 
5.3. Le cycle de réplication virale 
5.3.1. Les gènes intervenants dans le cycle de réplication des herpesvirus humains 
Le génome de ces virus est organisé en trois grandes régions codantes et interagit avec les 
protéines TIF (VP16) et VHS (Host Shut-off). Ce sont des protéines du tégument 
provoquant la transcription de gènes viraux et l’arrêt complet de la synthèse des protéines 
propres à la cellule hôte. La première région est celle des Gènes alpha appelée également 
« Immediate Early » (IE) qui codent pour des protéines de contrôle qui ont un rôle sur le 
cycle cellulaire et son fonctionnement ainsi que sur l’expression virale. En effet, ces gènes 
forcent la cellule à passer en phase de synthèse pour apporter au virus tout ce qui lui est 
nécessaire pour pouvoir se répliquer et activer les gènes suivants. Les Gènes béta sont 
activés par les protéines des gènes alpha, et sont appelés « Early » (E). Ces gènes codent 
pour les protéines de réplication virale telles que : la thymidine kinase (qui phosphoryle 
des nucléosides spécifiques au virus) l’ADN polymérase indispensable au virus, des 
protéines de reconnaissance, l’origine de réplication (ORI) et des protéines de liaison. 
Grâce à tout cela, le virus peut se répliquer et activer les gènes de structure. Les Gènes 
gamma appelés également « Later » (L) codent pour des protéines tardives c’est-à-dire des 
protéines de structure comme la capside et l’enveloppe.  
La régulation de ces gènes se fait en cascade, car dès lors qu’un groupe de gènes est activé 
il va à son tour activer le groupe suivant de façon coordonnée et avec un rétrocontrôle 
négatif sur le groupe précédant. 
5.3.2. Le cycle viral latent  
Le concept de latence est différent des points de vue biologique et clinique. 
Biologiquement, une infection latente est la phase du cycle biologique où le génome viral 
présent n’exprime aucune des protéines de la phase productive menant à la destruction 
cellulaire (ou phase lytique). Cliniquement, l’infection latente traduit l’absence de signes 
(cliniques ou biologiques) d’infection active. Elle n’exclut donc pas la possibilité de foyers 
de réplication virale et recouvre en particulier la notion de porteurs sains potentiellement 
contaminants. D’autre part, comme dans le cas du virus EBV, les acides nucléiques viraux 
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synthétisés n’aboutissent pas à un stade productif mais peuvent permettre l’émergence de 
processus oncogènes. 
 
Pour l’EBV, la phase de latence est caractérisée par une forme épisomale du génome viral. 
Cette phase est un processus actif au cours duquel le virus produit ses  propres protéines 
de latence qui sont au nombre de neuf : Trois protéines membranaires (Latent Membrane 
Protein) LMP-1 , LMP-2A et LMP-2B, six protéines nucléaires, (Epstein-Barr nuclear 
antigen) (EBNA-1, EBNA-2, EBNA-3A, EBNA-3B, EBNA-3C et EBNA-5) ainsi que 
deux ARN transcrits en grande quantité non traduits en protéines appelés Epstein-Barr 
early RNAs : EBER-1 et EBER-2 (Café, 1998).  
Quel que soit le type de latence, les ARNs, EBER-1 et 2 spécifiques de la phase de latence 
sont détectés dans les cellules infectées. 
5.3.3. Le cycle viral lytique 
Apres une phase de latence plus ou moins longue et au détour d’une baisse de l’immunité 
de l’organisme les herpesvirus entrent dans une nouvelle phase active lytique qui se fait en 
plusieurs étapes. Ce cycle lytique débute par une fixation des particules virales sur la 
membrane des cellules hôtes, ce qui induit la fusion des membranes cellulaires et virales. 
Une fois dans le cytoplasme, le génome viral va être libéré pour traverser la membrane 
nucléaire. Une fois à l’intérieur du noyau, il va se produire l’expression de plus de 80 
gènes viraux. Ces proteines virales vont servir à la réplication de l’ADN viral et on obtient 
au final une réplication complète du brin interne. Il n’y a jamais arrêt de la réplication car 
le brin néo-synthétisé sert de matrice pour le brin complémentaire. De même, la synthèse 
du brin externe se fait de façon discontinue et il va y avoir formation de concaténaires, 
c’est-à-dire plusieurs copies du génome à la suite (au lieu d’une molécule de 200 Kb, on 
aura une molécule d’environ 2000 Kb par exemple). Afin d’accueillir ce génome viral, il 
va se produire un auto-assemblage de la capside virale (capside mature). 
5.4. Pathologies associées aux herpesvirus humains 
Des études épidémiologiques ont prouvé que les virus HSV1, CMV, EBV et HHV6 sont 
des herpesvirus lymphotropes infectant 70-90% des adultes à travers le monde. Après une 
primo-infection durant l'enfance, ces virus produisent habituellement une infection latente. 
Mais ces virus peuvent causer des infections primaires ou des réactivations représentant un 
danger imminent pour la vie des individus souffrant d’un déficit immunitaire.  
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De façon typique, le HSV1 entraîne des infections oro-labiales. Le CMV est associé à 
plusieurs syndromes cliniques, notamment chez les individus immunodéprimés. Encore 
aucune évidence n’associe le HHV6A à une maladie spécifique, mais celui-ci est souvent 
isolé chez des patients infectés par le virus de l’immunodéficience humaine (HIV) 
(Roizman et Whitley, 2001). D’un autre côté, l’éventail de syndromes reliés au HHV6B est 
en continuelle expansion, et il est entre autre relié à la roséole chez l’enfant et à des 
encéphalites chez les transplantés (Yamanishi et al., 1988). 
L’infection par l’EBV peut se manifester par une mononucléose et ce virus est également 
impliqué dans plusieurs néoplasies telles que le lymphome de Burkitt, le carcinome 
nasopharyngé, et le syndrome lymphoprolifératif en post-transplantation. La signification 
pathogénique de la présence de l’EBV dans ces cancers est encore discutée. De plus, les 
mécanismes d’action de l’EBV dans la cancérisation sont mal élucidés. Le virus EBV est 
également fréquemment isolé chez les patients atteints du SIDA (Menke et al., 2000 ; 
Roizman et Whitley, 2001). Les différentes études menées sur l’implication éventuelle de 
l’EBV dans le  cancer du sein  sont contradictoires. Certaines études ont montré la 
présence du virus dans certaines tumeurs du sein, mais n’ont pas permis cependant de 
préciser le rôle exact de celui-ci dans la genèse de ce cancer ou dans sa virulence (Fina et 
al., 2001 ; Bonnet et al., 1999).  
Le HHV8 est le virus herpétique le plus récemment identifié et il est maintenant reconnu 
comme étant l’agent étiologique du sarcome de Kaposi. Il a également un rôle à jouer dans 
le syndrome de Castelman, ainsi que dans certains types rares de lymphomes (Cannon et 
Cesarman 2000 ; Roizman et Whitley 2001 ; Schulz et al., 2000). La répartition 
géographique du HHV8 n'est pas ubiquitaire et la présence de ce virus est principalement 
limitée aux zones de forte endémicité pour les formes classiques ou endémiques du 
sarcome de Kaposi. 
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I.6. Epigénétique et cancer 
Le terme épigénétique regroupe «l’ensemble des modifications de l’expression d’un gène, 
héritables lors de la division cellulaire (mitose ou méiose), mais ne résultant pas 
d’altérations de la séquence d’ADN» (Russo et al., 1996 ; Wachsman, 1997 ; Bird, 2002 ; 
Torrisani, 2003; Santos-Rosa, 2005). Les mécanismes épigénétiques comprennent la 
méthylation de l’ADN et les modifications covalentes des histones (acétylation, 
méthylation) impliqués dans de nombreux processus cellulaires et responsables des 
variations de l’expression génique en situations normales et pathologiques (Momparler et 
Bovenzi, 2000 ; Bird, 2002 ; Henikoff, 2004). L'acétylation des histones et la méthylation 
de l'ADN sont des évènements intimement liés et ils interviennent dans le contrôle de 
l’expression génique.  
Dans le processus de cancérogenèse, les modifications génétiques et épigénétiques sont 
intriquées, non seulement au stade pré-néoplasique, mais également au stade tumoral du 
plus précoce au plus tardif (Russo et al., 1996 ; Momparler et Bovenzi, 2000 ; Bird, 2002). 
La mise en place du programme épigénétique est cruciale au cours du développement et sa 
stabilité est essentielle pour le maintien des fonctions des cellules au cours de la vie d’un 
organisme. Le contrôle de la machinerie épigénétique permet en effet de moduler 
l’accessibilité de l’ADN aux divers processus biologiques nucléaires comme la 
transcription de gènes spécifiques et de maintenir cet état d’activité (soit actif soit 
silencieux) d’une génération cellulaire à l’autre (Wachsman, 1997 ; Bird, 2002 ; Torrisani, 
2003). 
I.6.1. La méthylation de l'ADN  
La méthylation de l’ADN est le mécanisme épigénétique le mieux caractérisé, associé 
surtout à la répression transcriptionnelle. Il résulte de réactions chimiques réversibles 
catalysées par les ADN méthyltransférases (DNMTs, DNA méthyltransférase), dans 
lesquelles un groupement méthyl (-CH3) est presque invariablement ajouté sur le carbone 
5 du cycle pyrimidique des cytosines dans le contexte dinucléotidique particulier CpG, 
selon un profil spécifique établi au cours du développement par les DNA 
méthyltransférases DNMT3a et DNMT3b et maintenu au cours des divisions cellulaires 
succedées par la DNMT1 (Kass et al., 1997; Wachsman, 1997 ; Fuks, 2003; Herman et 
Baylin, 2003; Jaenisch et Bird., 2003 ; Esteller, 2005 ; Esteller, 2007) (Figure I-1). Chaque 
cellule aurait donc un profil de méthylation spécifique qui déterminerait l’état d’expression 
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des différents gènes. Ce profil sera transmis aux cellules filles après division cellulaire 
(Bird, 2002 ; Miyamoto et Ushijima, 2005).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Chez les humains et autres mammifères, cette modification n’affecte que les 
cytosines suivies d’une guanine dans la séquence d’ADN (les sites ou dinucléotides CpG). 
La fréquence des dinucléotides CpG dans le génome humain est considérablement 
inférieure à la fréquence théorique. Ces dinucléotides sont toutefois retrouvés concentrés 
dans des régions du génome, d’une longueur de 1 à 2 Kb, appelés îlots CpG (Gardiner-
Garden et Frommer 1987 ; Bird 2002 ; Herman et Baylin, 2003 ; Esteller, 2007). Ils sont 
localisés au niveau des promoteurs et des premiers exons des gènes et leur non méthylation 
est corrélée avec l’expression des gènes (Issa, 1999; Singal et Ginder, 1999 ; Baylin et 
Herman, 2000 ;  Robertson et al., 2000 ; Bird, 2002 ; Herman et Baylin, 2003 ; Jaenisch et 
Bird, 2003). Une grande partie des CpG méthylés se retrouvent au sein de séquences 
répétées (satellites, SINE, LINE) et parasites (transposons, rétrovirus) de l’ADN 
conduisant à l’imposition d’un état silencieux de ces séquences (Kajikawa et Okada, 2002 ; 
Robertson et Wolffe, 2000).  
Au sein des cellules normales, la plupart des sites CpG isolés sont méthylés. Ils sont 
situés dans les régions intergéniques constituées de séquences répétées, d’éléments 
Figure I-1: Mécanisme de méthylation de la cytosine au niveau de l’ADN (d’après Baylin et al., 
2003). 
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transposables et de rétrovirus endogènes. Au contraire, les îlots CpG, associés à la région 
5’ et au premier exon de 50 à 60% des gènes de mammifères transcrits par l’ARN 
polymérase II, ne sont pas méthylés. Le génome d’une cellule tumorale subit une perte 
massive et globale de méthylation et présente 20 à 60% moins de cytosines méthylées 
qu’une cellule normale (Costello et Plass, 2001 ; Esteller et al., 2007).  
L’hypométhylation est un processus croissant et affecte principalement les régions 
intergéniques (Wilson et al., 2007). Paradoxalement, cette hypométhylation globale est 
souvent accompagnée d’une hyperméthylation locale et spécifique de certains promoteurs 
de gènes particulièrement au sein des îlots CpG. Elle entraîne la répression d’une grande 
variété de gènes aux fonctions anti-prolifératives appartenant à une nouvelle génération de 
gènes suppresseurs de tumeurs (Esteller, 2006).  
I.6.2. Méthylation de l’ADN et cancers  
Actuellement, on se rend compte, que la méthylation de l’ADN constitue une voie 
alternative aux mutations dans le développement de cancers. Aujourd’hui, on sait que la 
méthylation de l’ADN est impliquée dans plus de 65% des cancers humains (Jones, 1996; 
Jones et Larid 1999; Esteller et al., 2001 ; Esteller et Herman, 2002 ; Jones et Baylin, 
2002 ; Herman et Baylin 2003). Les deux types d’aberrations de la méthylation de l’ADN 
les plus connues sont l’hyperméthylation des îlots CpG au niveau de certains promoteurs 
de gènes suppresseur de tumeurs et l’hypométhylation globale du génome conduisant à une 
instabilité chromosomique ou à l’expression d’oncogènes (Jones, 1996 ; Issa, 1999 ; Jones, 
1999; Robertson et al., 2001; Jones et Baylin, 2002 ; Ehrlich, 2002; Torrisani et al., 2003 ; 
Egger et al., 2004; Digel et Lubert, 2005). 
I.6.2.1. Hypométhylation globale 
Il est connu depuis longtemps que le matériel génétique des cellules tumorales présente 
une hypométhylation globale (Feinberg et Vogelstein, 1983; Goelz et al., 1985 ; Feinberg 
et al., 1988). L’hypométhylation est utilisée pour décrire aussi bien une réduction globale 
de la méthylation dans le génome entier (hypométhylation globale) ou une déméthylation 
relative localisée dans différentes régions du génome, comme les régions promotrices des 
proto-oncogènes ou les séquences répétées normalement hautement méthylées (Feinberg et 
Vogelstein, 1983).  
Elle se caractérise par une baisse de 20 à 60 % de la teneur en 5-méthylcytosines (Gama-
Sosa, 1983; Feinberg et al., 1988; Kim, 1994). L’hypométhylation globale est observée 
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dans deux situations importantes : le vieillissement et les cancers (Dunn, 2003). Dans la 
majorité des cas le terme «hypométhylation» se réfère à un état relatif qui représente un 
changement par rapport au taux «normal» de méthylation (Feinberg et al., 1988).  
L’hypométhylation globale peut contribuer à la tumorogenèse à travers trois mécanismes : 
la réactivation des transposans, l’instabilité des chromosomes et la perte d’empreinte 
parentale (Gaudet et al., 2003). Cette diminution des îlots CpG méthylés au niveau de 
régions non régulatrices et d’éléments structuraux comme l’ADN centimétrique augmente 
l’instabilité chromosomique favorisant les réarrangements (Eden et al., 2003). Cette 
hypothèse est soutenue par l’augmentation du taux de délétions dans les cellules 
embryonnaires invalidées pour l’expression de la DNMT1 et le lien établit entre 
l’hypométhylation et l’instabilité génomique dans les cancers du sein (Tsuda et al., 2002) 
ou de la prostate (Schulz et al., 2002). L’hypométhylation influence également 
l’expression de certains oncogènes (Ghazi et al., 1992). Elle peut également agir en 
stabilisant le génome, en inhibant la recombinaison homologue entre les séquences 
répétées (Colot et Rossignal, 1999). Différentes études ont démontré que les éléments 
répétitifs sont hypométhylés dans les tumeurs et que le degré d’hypométhylation est 
corrélé avec l’instabilité du génome et la progression de la maladie (Narayan et al., 1998; 
Qu, 1999). L’hypométhylation des différentes séquences satellites a été fréquemment 
observée (40-90%) dans plusieurs types de tumeurs (Narayan et al., 1998; Wong et al., 
2001 ; Ehrlich, 2003).  
L’hypométhylation peut aussi, dans les cancers, avoir lieu dans une région promotrice CpG 
d’un gène spécifique, par exemple un proto-oncogène, entraînant sa surexpression 
induisant l’augmentation de la prolifération cellulaire (Ghazi et al., 1992 ; Yoder et al., 
1997). L’hypométhylation semble donc, être corrélée à la progression tumorale et offre des 
mécanismes potentiels pour expliquer la carcinogenèse (Robertson, 2000a; Dunn, 2003). 
I.6.2.2. Hyperméthylation des gènes suppresseurs de tumeurs  
Dans les cancers, l’hyperméthylation des régions promotrices est l’altération épigénétique 
la plus souvent décrite; elle est retrouvée dans presque tous les types de néoplasies et est 
associée à l’inhibition de la transcription de plusieurs gènes suppresseurs de tumeurs 
conférant ainsi un avantage aux cellules néoplasiques (Esteller and Herman, 2002 ; Jones 
and Baylin, 2002 ; Herman and Baylin 2003). De façon générale, l’hyperméthylation des 
gènes suppresseurs de tumeurs s’inscrit de façon paradoxale dans un contexte 
d’hypométhylation globale du génome de ces cellules. L’hyperméthylation des îlots CpG 
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est responsable de l’extinction transcriptionnelle de gènes suppresseurs de tumeurs 
impliquées dans certaines fonctions essentielles pour la cellule comme la régulation du 
cycle cellulaire, la réparation de l’ADN, l’adhésion cellulaire, l’apoptose et plusieurs autres 
fonctions (Deltour et al., 2005; Esteller et al., 2000). Dans chaque type de cancer les gènes 
méthylés appartiennent à des voies différentes et peuvent être des marqueurs de détection 
très sensibles dans pratiquement tous les types de tumeurs (Herman et al., 1996; Esteller, 
2001; Torrisani et al., 2003).  
Par ailleurs, les gènes impliqués diffèrent en fonction des cancers, avec pour chaque gène, 
une fréquence de méthylation différente en fonctions des tumeurs. De plus, des anomalies 
de la  méthylation sont détectées non seulement au niveau des tumeurs, mais également 
dans les lésions précancéreuses, indiquant qu’il s’agit d’un événement précoce dans la 
cascade d’événements entraînant la transformation maligne (Esteller, 2001 ; Belinsky, 
2004 ; Deltour et al., 2005; Esteller et al., 2000). Pendant très longtemps, il a été admis que 
les deux allèles d’un gène suppresseur de tumeur devaient être altérés simultanément, soit 
par une mutation, soit par une délétion, pour qu’il soit inactivé. Or, il est actuellement 
admis qu’un gène peut perdre sa fonction en l’absence de toute modification génétique, 
suggérant un nouveau modèle d’inactivation des deux allèles, par le biais d’une 
hyperméthylation du promoteur de chaque allèle (Esteller et al., 2000 ; Momparler et 
Bovenzi., 2000 ; Herman et Baylin, 2003).  
Une observation importante dans le cancer est l’augmentation de l’expression des DNMTs. 
En effet, une élévation du taux des DNMTs a été détectée dans différents types de tumeurs 
(Xie et al., 1999 ; Robertson et al., 1999 ; Girault et al., 2003). DNMT1 a été montré 
comme nécessaire et suffisant pour la transformation induite par l’oncoprotéine Fos (Bakin 
et Curran, 1999). DNMT3a semble tenir un rôle important dans la survie des cellules 
tumorales (Beaulieu et al., 2002) et DNMT3b paraît requis pour la transformation par 
l’antigène T de SV40 et l’oncogène Ras (Soejima et al., 2003). Une hypothèse qui vient 
directement à l’esprit est que cette augmentation pourrait être responsable de 
l’hyperméthylation de promoteurs observée régulièrement dans les tumeurs. Pourtant 
aujourd’hui, il n’existe encore aucune corrélation claire entre ces deux constatations car 
cette surexpression ne paraît pas exister dans tous les cancers. Il semble donc que 
l’accroissement de l’expression des DNMTs peut être nécessaire mais n’est pas suffisante 
pour causer les défauts de méthylation observés dans les tumeurs (Esteller et al., 2001 ; 
Esteller, 2003b ; Soejima et al., 2003 ; Deltour et al., 2005). 
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I.6.3. Méthylation de l’ADN et virus 
L’infection virale, en particulier l'infection par les virus à ADN et les rétrovirus, peut 
induire l'insertion de séquences d'ADN viral dans le génome des cellules hôtes. Cette 
infection déclenche souvent le mécanisme de défense de l'hôte, en particulier, les 
mécanismes de la méthylation de l'ADN, induisant la méthylation du génome viral. La 
méthylation de l'ADN viral est une méthode efficace pour inhiber l'expression des gènes 
viraux. D’un autre côté, l'infection virale est l'un des nombreux facteurs qui ont été liés au 
développement de différents cancers humains. En effet, le génome du virus peut induire 
une dérégulation du génome des cellules hôtes infectées par des mutations, des insertions 
et des réarrangements chromosomiques. Outre l'introduction de modifications génétiques, 
la présence du génome viral est corrélée à un profil aberrant de méthylation de certains 
gènes suppresseurs de tumeurs. Toutefois, les bases moléculaires de la méthylation 
associée aux virus sont encore peu connues, mais pourrait être la résultante de la 
surexpression des enzymes clés de méthylation DNMTs. En effet, L’activation accrue de la 
méthylation de l'ADN et la diminution de l'acétylation des histones ne sont pas des 
caractéristiques spécifiques à un virus donné mais sont partagées par plusieurs virus 
oncogènes. L’oncoprotéine LMP1 de l’EBV est la protéine virale clef induisant l’oncogène 
de ce virus et il a été prouvé que cette oncoprotéine virale induit l’activation de 
l’expression des méthyltransferases (Tsai et al., 2002). D’un autre côté, la protéine HBx du 
virus de l'hépatite B, l’antigène grand T du polyomavirus BK et l'oncogène E1A des 
adénovirus ont été impliqués dans l'activation de la DNMT1 (Lee et al., 2005 ; McCabe et 
al., 2006). Par ailleurs, il a été prouvé que dans les cancers du poumon, la présence du 
virus HPV semble augmenter l’expression de la DNMT3b (Lin et al., 2005). Bien 
qu'aucune oncoprotéine virale n'a été identifiée comme inductrice de la surexpression de la 
DNMT3b, une étude récente a maintenant prouvée que la protéine E7 du HPV induit 
l’augmentation de l’activité méthyltransférase de l'ADN (burgers et al., 2007). D’un autre 
côté, il a été prouvé que l’antigène grand T du virus SV40 permet l’activation de la 
méthylation de l’ADN par la surexpression de la DNMT3b (Soejima et al., 2003).  
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Objectifs du travail 
Le cancer du sein est le principal cancer chez la femme dans le monde. Il représente la première 
cause de décès par néoplasie chez la femme dans le monde avec 500 000 décès par cancer du 
sein en l’an 2000. 
De nos jours, plusieurs facteurs de risque de développement du cancer du sein sont reconnus, tels 
que les antécédents familiaux de cancer du sein, l'âge avancé, la puberté précoce, la ménopause 
tardive, la nulliparité et l'obésité. Mais, aucun facteur n’a pu être impliqué directement dans 
l’étiopathogénie de ce cancer, à l'exception de la transmission héréditaire de certains gènes de 
prédisposition, en particulier les gènes BRCA1 et 2, impliqués dans 5-10% des cas de cancer du 
sein. Néanmoins, certains facteurs étiologiques sont de plus en plus soupçonnés de contribuer au 
développement du cancer du sein et les virus restent à l’heure actuelle les pathogènes associés 
aux cancers les plus étudiés. En effet, l’implication de nombreux virus est aujourd’hui reconnue 
dans le développement de différents cancers tels que les associations HPV et cancer du col 
utérin, HHV8 et sarcome de Kaposi, EBV et lymphome de Burkitt ou cancer indifférencié du 
cavum. 
De nombreux virus ont été soupçonnés dans l’étiologie des cancers du sein, et cela depuis la 
découverte par Bittner en 1936 que l'induction des tumeurs mammaires chez la souris est causé 
par un virus appelé MMTV pour « Mouse Mammary Tumor Virus ». Des séquences homologues 
au gène env du MMTV ont récemment été mises en évidence dans une proportion importante de 
cancers du sein sporadiques chez l’Homme, indiquant une étiologie virale possible du cancer du 
sein. D'autres équipes ont aussi signalé que le virus d’Epstein-Barr pourrait être associé à la 
pathogenèse de cas sporadiques de cancer du sein chez l'Homme, mais cette association reste à 
ce jour un sujet de large controverse. Au cours des dernières années, différents laboratoires ont 
signalé la présence du polyomavirus SV40 dans plusieurs types de tumeurs humaines.  
L’objectif de ce travail de thèse est donc d’évaluer l’implication d’un large spectre de virus 
(SV40, MMTV-like, papillomavirus et herpesvirus) dans le cancer du sein chez la femme 
Tunisienne. Nous nous sommes également intéressé à l’évaluation du profil de méthylation de 15 
gènes suppresseurs de tumeurs (RASSF1A, SHP1, HIN1, BRCA1, P16,  ER, CDH1, APC, BLU, 
DAPK, RARβ2, GSTP1, TIMP3, CCND2 et hMLH1) et rechercher la relation entre ces altérations 
épigénétiques et la présence des différents virus analysés. 
Le chapitre II sera consacré à la description de la population étudiée et des différentes 
techniques utilisées pour l’évaluation de l’implication des virus dans le cancer du sein. 
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Le chapitre III sera consacré à la recherche de la présence du virus SV40 dans 109 cas de 
carcinomes canalaires infiltrants du sein par plusieurs techniques de PCR ; de vérifier 
l’expression des oncoprotéines virales t/Tag dans les cellules tumorales par immunohistochimie ; 
et de préciser les caractéristiques clinico-pathologiques et pronostiques des cas de cancers du 
sein associés à ce virus.  
Le chapitre IV sera consacré à l’analyse du statut de méthylation de la région promotrice de 15 
gènes suppresseurs de tumeurs (RASSF1A, SHP1, HIN1, BRCA1, P16,  ER, CDH1, APC, BLU, 
DAPK, RARβ2, GSTP1, TIMP3, CCND2 et hMLH1) par technique de PCR spécifique à la 
méthylation (MSP), afin de définir le profil de méthylation dans le cancer du sein chez la femme 
en Tunisie, de déterminer la relation entre la présence du virus SV40 dans ce cancer et le profil 
de méthylation des gènes analysés afin de mieux caractériser la signification biologique de la 
présence de ce virus dans le cancer du sein. 
Le chapitre V sera consacré à l’évaluation de la prévalence actuelle du virus MMTV-like dans 
les cancers du sein chez la femme Tunisienne utilisant une technique de PCR semi-nichée visant 
la détection de la séquence env de ce virus dans une série de 122 cas. L’authenticité des 
séquences amplifiées sera vérifiée par séquençage. Nous allons par la suite évaluer les 
caractéristiques clinico-pathologiques des cas de cancer du sein associés à ce virus. Enfin, une 
évaluation de l’impact de la présence de ce virus sur la survie des patientes sera effectuée. 
Le chapitre VI sera dédié à l’évaluation de l’implication des papillomavirus humains dans le 
cancer du sein en Tunisie a travers l’étude d’une séries de 122 cas de cancer du sein par plusieurs 
techniques de PCR visant la détection d’un large spectre de HPV ano-génitaux. La présence de 
ces virus sera aussi évaluée par une technique d’hybridation in situ utilisant plusieurs sondes. 
Nous allons aussi explorer la relation entre ces virus et les caractéristiques clinico-pathologiques 
et pronostiques des patientes.  
Le chapitre VII sera focalisé sur l’évaluation de la prévalence des herpesvirus humains 
suivants : HSV1, EBV, CMV, HHV6 et HHV8 dans le cancer du sein en Tunisie en utilisant des 
techniques de PCR, d’hybridation in situ et d’immunohistochimie. Les résultats seront corrélés 
aux données clinico-pathologiques et aux données de survie des patientes afin de préciser les 
caractéristiques clinico-pathologiques et évolutives des cas de cancer du sein associés à ces 
virus.  
A la fin de notre mémoire, nous discuterons l’ensemble des résultats de notre étude, de leurs 
significations et de leurs perspectives avec une synthèse rapprochée de la littérature. 
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II.1. Population d’étude 
Cette étude, réalisée au laboratoire d’Anatomie et de Cytologie Pathologiques du CHU 
Farhat Hached de Sousse a porté sur une série de 123 cas de cancer du sein chez des femmes 
tunisiennes diagnostiqués entre 1995 et 2006, correspondant à 112 cas de carcinomes 
canalaires infiltrants, 5 cas de carcinomes lobulaires infiltrants et 6 cas de carcinomes 
médullaires.  
Tous les cas étudiés dans ce travail ont été sélectionnés sur la base de la disponibilité 
conjointe d’un tissu tumoral et d’un tissu normal mammaires congelés à -80°C au moment du 
diagnostic anatomopathologique. 
Pour la confirmation du diagnostic, toutes les coupes histologiques ont été relues par 
deux pathologistes. Pour chaque cas a été également choisi un bloc de paraffine représentatif 
de la lésion tumorale qui servira pour les explorations morphologiques (immunohistochimie 
et hybridation in situ). 
Les données concernant l’âge des patientes, la date de naissance, le statut 
ménopausique, la taille tumorale, les métastases ganglionnaires et le grade histopronostique 
de Scraff, Bloom et Richardson (SBR) ont été recueillies par consultation des rapports 
anatomopathologiques, des dossiers du Registre du Cancer du Centre et par la relecture des 
dossiers cliniques des patientes.  
Ces dossiers cliniques et ces rapports anatomopathologiques ont été également revus 
afin de recueillir les données concernant la survie des patientes à savoir la date du 
diagnostique, la durée de survie globale et survie sans rechute. La survie globale étant définie 
par l’intervalle de temps entre le diagnostic initial et la date de la dernière consultation ou la 
date du décès. La survie sans rechute est définie par l’intervalle de temps entre le diagnostic 
initial et la date de l’apparition d’une récidive loco-régionale ou d’une métastase à distance. 
Ces données n’ont été accessibles que pour 86 patientes de notre série.  
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II.2. Méthodes 
II.2.1. Extraction de l’ADN à partir des tissus congelés 
II.2.1.1. Principe 
La majorité des techniques d’extraction d’ADN à partir du tissu congelé se basent sur 
deux étapes essentielles : La digestion enzymatique par la protéinase K et la purification des 
acides nucléiques. Pour extraire l’ADN, nous avons adopté la procédure standard d’extraction 
de l’ADN à partir de tissus congelé: la technique d’extraction au phénol-chloroforme de 
Ausubel et ses collaborateurs (Ausubel et al., 1999). Le principe de cette technique consiste à 
traiter le lysat tissulaire (obtenu après digestion enzymatique par la protéinase K) par un 
mélange de phénol/chloroforme/alcool isoamylique. Le phénol est un agent déprotéinisant 
dans lequel les acides nucléiques ne sont pas solubles. Le chloroforme est capable de 
provoquer des dénaturations des protéines. L’activité anti-moussante de l’alcool isoamylique 
favorisera la séparation de la phase aqueuse déprotéinisée. La récupération de l’ADN 
génomique est atteinte suite à des étapes de précipitation par de l’éthanol et à des étapes de 
centrifugation. 
II.2.1.2. Protocole 
La technique commence par la réalisation de 10 à 20 coupes, ayant une épaisseur de 
10 µm, à partir des échantillons tissulaires congelés en utilisant un cryostat à une température 
de -30°C. Le nombre de coupes à utiliser varie en fonction de la surface tissulaire et de 
l’abondance du tissu adipeux au niveau du fragment tissulaire. 
Ces coupes sont mises, de façon stérile, dans un tube Eppendorf de 1,5 ml dans lequel on 
ajoute 400 µl de tampon de lyse cellulaire (50 mM Tris-HCl pH 7.5, 1 mM EDTA) ainsi que 
8 µl de Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) à 10%. Le SDS est un détergent puissant qui va 
intervenir dans la fragilisation de la membrane cellulaire. La solution est soumise à une 
agitation douce, puis 16 µl de protéinase K (Sigma, P2308) à 10 mg/ml (concentration finale 
200 µg/ml) sont ajoutés à la solution. Les échantillons sont par la suite incubés à 56°C 
pendant une nuit, temps nécessaire pour  une lyse totale des cellules. 
Après digestion enzymatique, et pour 1 ml d’échantillon, la dénaturation et la précipitation 
des protéines sont effectuées en ajoutant le phénol, le chloroforme et l’alcool isoamylique 
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avec les proportions respectives [25:24:1]. Après agitation douce par inversion, on effectue 
une étape de centrifugation à 8000 rotations par minute pendant 8 minutes à 4°C. Suite à cette 
étape il y aura formation d’une phase aqueuse contenant l’ADN et d’une phase organique 
contenant tous les contaminants protéiques et débris cellulaires. 
On récupère ainsi la phase aqueuse de volume V dans un nouveau tube Eppendorf et on ajoute 
une solution de NaCl 5 M avec un volume correspondant au 1/10 du volume récupéré, et de 
l’éthanol absolu avec un volume correspondant au double du volume récupéré. Après des 
agitations douces par inversions répétées, il y aura apparition de la méduse d’ADN. On incube 
alors les échantillons à -80°C pendant une heure. Cette étape d’incubation est suivie par une 
centrifugation à 12000 rotations par minute pendant 10 minutes à 4°C. Par la suite on élimine 
le surnageant tout doucement et on ajoute 1ml d’éthanol à 70% ce qui va permettre le lavage 
du culot et sa réhydratation. On effectue après une étape de centrifugation à 12000 rotations 
par minute pendant 15 minutes à 4°C. On décante alors le culot avec précaution et on le sèche 
soit à température ambiante soit dans une étuve à 37°C. Il est très important de bien sécher le 
culot d’ADN car les résidus d’éthanol restants peuvent par la suite inhiber la réaction de la 
PCR. 
Après évaporation totale de l’éthanol on resuspend l’ADN dans 250 µl d’eau bi-distillée ou 
dans du tampon Tris-EDTA 1x (Tris 10 mM, EDTA 1 mM pH 8,5). Par la suite on doit laisser 
les tubes reposer pendant environ 3 heures pour pouvoir dissoudre l’ADN. Après dissolution 
totale, les extraits d’ADN sont stockés à -20°C. 
II.2.1.3. Analyse de la quantité et de la qualité de l’ADN extrait 
Les concentrations des différents extraits d’ADN sont déterminées par mesure de 
l’absorbance à une longueur d’onde de 260 nm et aussi de 280 nm, à l’aide d’un 
spectrophotomètre (BioPhotometer 6131, Eppendorf, Hamburg, Allemagne). Une densité 
optique de 1 à 260 nm correspond à une concentration de 50 μg/ml d’ADN double brin. Le 
degré de pureté de l’échantillon est défini par le rapport des densités optiques 260 nm/280 nm 
qui doit être compris entre 1,6 et 1,8. 
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II.2.2. Amplification d’ADN par réaction de polymérisation en chaîne (PCR) 
II.2.2.1. Principe 
La technique d’amplification de l’ADN par la réaction de polymérisation en chaîne 
(PCR pour polymerase chain reaction) permet d’amplifier, selon un mode exponentiel, un 
fragment d’ADN double brin. L’ADN est synthétisé par la polymérase de la bactérie 
thermophile Thermus aquaticus (Taq polymérase) par extension à partir de deux amorces 
oligonucléotidiques, capables de s’hybrider de part et d’autre de la séquence cible à amplifier, 
l’une avec le brin sens et l’autre avec le brin anti-sens. La taille des oligonucléotides utilisés 
comme amorces est généralement comprise entre 18 et 25 bases. La température utilisée pour 
l’hybridation des amorces sur la matrice d’ADN est égale à la température de dissociation des 
brins complémentaires diminuée de 5°C. La température de dissociation est la température à 
laquelle 50% des molécules d’ADN sont dénaturées par rupture des liaisons hydrogène entre 
les 2 brins.  
La réaction de PCR « classique » est réalisée en trois étapes : La première étape implique une 
dénaturation à température élevée (90 à 96°C) de l’ADN double-brin en simples brins qui 
serviront de matrice pour la procédure d’amplification. Ensuite, des oligonucléotides 
enjambant la séquence à amplifier, chacun complémentaire d’un des deux brins d’ADN, sont 
hybridés à l’ADN matrice à une température qui dépend de la séquence de ces 
oligonucléotides (37 à 65°C). Synthétisés artificiellement, ces amorces confèrent à la réaction 
sa spécificité. Leur nature et leur position conditionnent la longueur du segment amplifié et 
son identité. La troisième étape est une étape d’élongation de l’ADN à 72°C. 
Ces cycles thermiques sont réalisés à l’aide d’un thermocycleur qui permet de programmer les 
différentes températures, la durée de chaque étape et le nombre de cycle (n). Il en résulte à la 
fin de l’amplification un dédoublement par un facteur de 2n de la quantité de l’ADN cible. 
A la fin de la série des cycles thermiques, un aliquote du produit amplifié est chargé sur un 
gel d’agarose et soumis à une électrophorèse. Une réaction positive se traduit par la présence 
d’une bande colorée au bromure d’éthidium dont la taille est estimée grâce à un marqueur de 
poids moléculaire ayant migré simultanément. 
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II.2.2.2. Conditions expérimentales 
II.2.2.2.1. Vérification de la qualité de l’ADN obtenu après extraction 
L’intégrité des extraits d’ADN a été appréciée par l’amplification d’une séquence de 
407 paires de bases (pb) appartenant au gène codant pour la β-globine (Saiki et al., 1988). 
L’ADN a été considéré de bonne qualité quand on a obtenu un résultat PCR β-globine positif. 
Pour réaliser cette réaction: 400 ng d’ADN de chaque échantillon sont placés dans un volume 
final d’amplification de 25 µl contenant 200 µM de chaque dNTPs (dATP, dCTP, dTTP et 
dGTP), 0,2 µM de chaque amorce oligonucléotidique (Tableau II-1), 1 Unité de Taq DNA 
polymérase (Promega, Madison, Etats-Unis) et du tampon PCR 1x (10 mM Tris-HCl; 50 mM 
kCl; 1,5 mM MgCl2; pH 8,4). L’amplification PCR a été réalisée dans un thermocycleur PTC 
200
TM
 DNA engine thermocycler (MJ Research, Watertown, Etats-Unis). Pour chaque série 
de cas testé, il est nécessaire de réaliser en parallèle un témoin négatif ne contenant pas 
d’ADN matrice afin de vérifier l’absence de contamination éventuelle des réactifs utilisés. Un 
témoin positif est également testé parallèlement avec chaque série de cas. 
La réaction commence par une étape de dénaturation à 95°C pendant 3 minutes. Après cette 
première étape de dénaturation de la matrice d’ADN, 35 cycles d’amplifications sont 
effectués comportant chacun une étape de dénaturation à 95°C pendant 30 secondes, une 
étape d’hybridation des amorces à 55°C pendant 30 secondes et une étape d’élongation à 
72°C pendant 30 secondes. Après les 35 cycles d’amplification, la réaction se termine par une 
étape d’élongation à 72°C pendant 5 minutes permettant d’achever l’élongation de tous les 
brins d’ADN néo-synthétisés. 
Dix microlitres de chaque produit amplifié sont analysés dans un gel d'agarose à 2% dans le 
tampon Tris-Borate-EDTA (TBE) 0,5x (Tris base 45 mM, Acide Borique 25 mM, EDTA 12,5 
mM, pH 8) coloré au bromure d’éthidium (0,5 µg/ml) selon la technique décrite par 
Sambrook et ses collaborateurs (Sambrook et al., 1989). L’électrophorèse est réalisée pendant 
une heure à 100 volts dans une cuve à électrophorèse raccordée à un générateur électrique 
(Bio-Rad Laboratoires, Marnes-la-Coquette, France). L’ADN est visualisé sous illuminations 
ultraviolettes (302 nm) et les gels sont numérisés en utilisant le système Gel-Doc 2000 de 
Bio-Rad. Un marqueur de poids moléculaire (50 pb ou 100 pb, Promega) a été utilisé pour 
permettre la détermination de la taille des fragments d’ADN amplifiés. 
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Nous avons considéré comme positifs pour la β-globine, les échantillons de suffisamment 
bonne qualité pour permettre une analyse convenable par PCR. 
 
Tableau II-1 : Amorces utilisées pour l’amplification d’une séquence du gène de la β-
globine. 
 
 
 
 
II.2.2.2.2. Mise en évidence de l'ADN du virus SV40 par PCR 
Pour détecter l’ADN du virus SV40, nous avons utilisé différents protocoles de PCR 
pour amplifier trois régions différentes du génome de ce virus (la région de transcription 
précoce, celle de transcription tardive et la région de régulation de la transcription.)  
a. Détection d’une séquence spécifique de la région de transcription précoce 
La détection d’une séquence spécifique à la région de transcription précoce du génome du 
virus SV40 a été effectuée par PCR en utilisant un couple d’amorces, visant l’amplification 
d’une séquence de 126 pb codant l’antigène grand T du virus (Bergsagel et al., 1992) 
(Tableau II-2). Cette technique de PCR a été testée 3 fois pour chaque cas. La positivité d’un 
cas a été retenue en cas de signal positif retrouvé dans au moins deux tests. 
Le milieu réactionnel de la PCR contient pour chaque tube de réaction : 400 ng d’ADN extrait 
de chaque échantillon dans un volume final de 25 µl contenant du tampon PCR 1x, 200 µM 
de chaque dNTPs, 0,2 µM des amorces oligonucléotidiques SVTAGP1 et SVTAGP3 décrites 
dans le Tableau II-2, et 1 Unité de Taq DNA polymérase (Promega). Les réactions PCR 
démarrent par une étape de dénaturation à 92°C pendant 5 minutes, suivie de 40 cycles 
d’amplification comportants : une étape de dénaturation à 92°C pendant 45 secondes, suivie 
d’une étape d’hybridation pendant 45 secondes à la température de 53°C et enfin une étape 
d’extension à 72°C pendant 45 secondes. Une dernière étape de 10 minutes à 72°C a été aussi 
Amorces Séquences des amorces (5’-3’) Référence 
Globine R CAACTTCATCCACGTTCACC Saiki et al, 
1988 Globine S GAAGAGCCAAGGACAGGTAC 
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incluse, elle permettra à la Taq DNA polymérase d’arriver au terme de la synthèse des 
fragments d’ADN double brin.  
Pour chaque série d’amplification, un contrôle négatif qui contient de l’eau distillée au lieu de 
l’ADN a été inclus. Le témoin SV40 positif utilisé au cours de cette technique est le plasmide 
pSVSph21-N contenant une copie du génome du virus SV40 gracieusement offert par le Dr 
R. Vilchez (Baylor College of Medecine, Section of Infectious Diseases, Houston, Etats-
Unis). 
L’électrophorèse des produits d’amplification est réalisée dans les mêmes conditions utilisées 
pour le gène de la β-globine. 
Afin de confirmer la spécificité de l'amplification obtenue par cette technique, les produits de 
PCR ont été hybridés par Southern blot, utilisant une sonde oligonucléotidique interne 
SVTAGP2, spécifique à la région précoce de transcription du virus SV40 (Tableau II-2) 
suivant le protocole décrit ci-dessous. 
 
Tableau II-2 : Amorces utilisées pour l’amplification de la séquence spécifique de la région 
de transcription précoce du virus SV40 et la sonde interne utilisée dans la technique de 
Southern blot. 
Amorces 
Localisation 
génomique 
Séquences des amorces (5’-3’) Références 
SVTAGP1 4,388–4,413 TTAGCAATTCTGAAGGAAAGTCCTTG 
Bergsagel et al., 1992 SVTAGP3 4,496–4,513 ACCTGTTTTGCTCAGAAG 
SVTAGP2 4,458–4,479 ATGTTGAGAGTCAGCAGTAGCC 
 
b-Vérification de la spécificité des produits d’amplification de la région de transcription 
précoce par Southern Blot 
Afin de confirmer la spécificité des séquences d’ADN viral détectées par PCR visant 
l’amplification de la région de transcription précoce dans les échantillons cliniques analysés, 
nous avons hybridé les produits d’amplification obtenus avec une sonde oligonucléotidique 
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interne SVTAGP2, spécifique de la région amplifiée du virus (Tableau II-2) en utilisant une 
technique d’hybridation moléculaire par Southern Blot. 
Pour cela les produits d’amplification obtenus par la technique de PCR utilisant le couple 
d’amorces SVTAGP1/ SVTAGP3 sont séparés par électrophorèse sur gel d’agarose à 1% 
dans du tampon TBE 0,5x. Une fois la migration terminée, le gel est plongé dans 400 ml 
d’une solution de dépurination (HCl 250 mM) sous agitation environ 30 min. Après rinçage 
avec de l’eau distillée le gel est transféré dans 500 ml d’une solution de dénaturation (0,5 M 
NaOH, 1,5 M NaCl) pendant 30 minutes sous agitation. Le gel est à nouveau rincé avec de 
l’eau distillée puis est transféré dans 500 ml d’une solution de neutralisation (1,5 M NaCl, 0,5 
M Tris-HCl, pH 7,5) pendant 30 minutes.  
Le gel est par la suite trempé pendant 30 minutes à température ambiante dans une solution 
SSC 20x  (NaCl 3 M ; Tri-sodium citrate 0,3 M). Durant cette étape, le dispositif de transfert 
par capillarité consiste à déposer le gel à transférer sur un pont de papier Whatman 3 MM 
préalablement imbibé de tampon de transfert et dont les extrémités baignent dans ce même 
tampon (SSC 20x). Sur ce gel, on dépose la membrane de nylon Hybond-N+ (Amersham 
Biosciences) découpée selon les dimensions exactes du gel. Sur la membrane, on dépose deux 
morceaux de papier Whatman 3 MM imbibés de tampon puis 5 morceaux secs. Des piles de 
papier absorbant sont déposées sur le haut de ce montage puis un poids est appliqué facilitant 
le transfert des acides nucléiques sur la membrane. Ainsi, le tampon  SSC 20x monte par 
capillarité et entraîne avec lui l’ADN qui est alors transféré sur la membrane nylon pendant 
une nuit. Une fois le transfert achevé, le dispositif est démonté et la membrane est rincée dans 
une solution SSC 6x pendant 1 minute pour retirer les restes d’agarose et est séchée sur du 
papier Whatman 3 MM pendant 20 minutes. La membrane est par la suite placée dans un four 
à 80°C pendant deux heures pour fixer l’ADN. Pendant  ce temps on marque la sonde 
nucléique SVTAGP2 à la dioxigénine utilisant un kit de marquage commercialisé par Roche 
(DIG DNA Labeling Kit, Roche) conformément au protocole décrit par le fournisseur.  
La membrane est par la suite humidifiée dans une solution  SSC 2x puis incubée pendant 1 h à 
65°C dans 40 ml de tampon d'hybridation (SSC 2x, SDS 0,2%, formamide 40%, 0,1% réactif 
bloquant). Cette première étape est importante pour diminuer le bruit de fond lors de 
l'hybridation. Environ 100 à 200 ng de sonde marquée sont dénaturés pendant 10 minutes par 
chauffage à 95°C puis incorporés au tampon d'hybridation (5 ml pour une membrane de 100 
cm2). La membrane est mise à incuber dans ce milieu à 42°C pendant une nuit dans un four à 
hybridation sous agitation rotative (50 rotations par minute). Le lendemain, la membrane est 
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lavée deux fois pendant 5 minutes à température ambiante dans une solution peu stringeante 
(SSC 2x; SDS 0,1%), permettant l'élimination de l'excès de sonde non fixé. Elle est ensuite 
lavée deux fois pendant 15 minutes à 65°C, sous agitation douce, dans une solution fortement 
stringeante (SSC 0,5x; SDS 0,1%) qui élimine la sonde fixée non spécifiquement. La 
membrane est ensuite placée dans un grand pétri et rincée 5 minutes à la température 
ambiante avec un tampon de lavage à base d’acide maléique (l00 mM acide maléique, 150 
mM NaCI, 0,1% Tween20; pH 7,5). Par la suite, on bloque la membrane pendant 30 minutes 
utilisant une solution de blocage (réactif bloquant à 1% dilué dans du tampon d'acide 
maléique). 
Avant la révélation du marquage la membrane est équilibrée pendant 1 minute dans du 
tampon de lavage (Tris-HCl 100 mM pH 7,5 ; NaCl 150 mM), puis incubée durant 30 minutes 
dans un tampon de saturation (Tris-HCl 100 mM pH 7,5 ; NaCl 150mM ; Réactif bloquant à 
5%) permettant de saturer les sites aspécifiques aux anticorps anti-DIG. La membrane est par 
la suite placée dans un milieu de tampon de saturation (20 ml pour une membrane de 100 
cm2) additionné d’anticorps anti-DIG dont le fragment Fab est couplé à la phosphatase 
alcaline (150 mU/ml final) pendant 30 minutes à température ambiante  pour ensuite subir 
deux lavages de 15 minutes avec la solution de lavage. Elle est ensuite équilibrée 5 min dans 
la solution de révélation (Tris-HCl 100 mM pH 9,5 ; NaCl 100 mM ; MgCl2 50 mM). Elle est 
finalement placée dans un sachet de plastique scellé à l’obscurité dans 20 ml de cette même 
solution additionnée de NBT/BCIP (nitroblue-tetrazolium, 5-bromo 4-chloro 3-
indolylphosphate), jusqu’à apparition de la coloration bleu violet (en général au bout de 2 à 16 
heures).  
c. Détection des séquences de la région de transcription tardive 
La détection des séquences de la région de transcription tardive du génome SV40 a été 
effectuée par PCR en utilisant un couple d’amorces visant l’amplification d’une séquence de 
294 pb du gène codant la protéine de capside VP1 du SV40 (Bergsagel et al., 1992) (Tableau 
II-3). Cette région est bien conservée et spécifique au virus SV40. La technique de PCR a été 
testée 3 fois pour chaque cas. La positivité d’un cas a été retenue s’il y a une reproductibilité 
du signal dans au moins  deux tests. 
Le milieu réactionnel de la PCR contient pour chaque tube de réaction : 400 ng 
d’ADN extrait de chaque échantillon dans un volume final de 25 µl contenant du tampon PCR 
1x, 200 µM de chaque dNTPs, 0,2 µM des amorces oligonucléotidiques LA1 et LA2 décrites 
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dans le Tableau II-3, et 1 unité de Taq DNA polymérase (Promega). Les réactions PCR 
démarrent par une étape de dénaturation à 92°C pendant 5 minutes, suivies de 40 cycles 
d’amplification comportant : une étape de dénaturation à 92°C pendant 45 secondes, suivie 
d’une étape d’hybridation pendant 45 secondes à 58°C et enfin une étape d’extension à 72°C 
pendant 45 secondes. Une dernière étape de 10 minutes à 72°C a été également incluse. 
Pour chaque série d’amplification, un contrôle négatif qui contient de l’eau distillée au lieu de 
l’ADN a été inclus. Le même témoin SV40 positif déjà cité précédemment a été utilisé dans 
nos techniques (correspondant au plasmide pSVSph21). 
L’électrophorèse des produits d’amplification est réalisée dans les mêmes conditions utilisées 
pour le gène de la β-globine. 
 
 
Tableau II-3 : Amorces utilisées pour l’amplification des séquences de la région de 
transcription tardive ainsi que  la région régulatrice de la transcription appartenant au génome 
du virus SV40. 
 
 
 
 
 
Amorces 
Localisation 
génomique 
Séquences des amorces (5’-3’) Références 
LA1 2,251–2,274 GGGTGTTGGGCCCTTGTGCAAAGC 
Weggen et al, 2000 
LA2 2,545–2,522 CATGTCTGGATCCCCAGGAAGCTC 
RA1 266–245 AATGTGTGTCAGTTAGGGTGTG 
RA2 5195–5218 TCCAAAAAAGCCTCCTCACTACTT 
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d. Détection de séquences de la région régulatrice de la transcription 
La détection de la région régulatrice de la transcription promotrice a été effectuée par PCR, en 
utilisant un couple d’amorces visant l’amplification d’une séquence d’ADN, située dans une 
région non codante d’environ 400 pb, localisée entre les gènes précoces et tardifs du génome 
du virus SV40 (Tableau II-3). Cette région peut être divisée en trois parties, la région 
promotrice elle-même qui contient une boîte TATA et quatre sites d’initiation de la 
transcription, trois éléments répétés de 21 pb (riches en G/C), et deux éléments parfaitement 
répétés de 72 pb (Wildeman et al., 1988). 
Le milieu réactionnel de la PCR contient les mêmes réactifs pour chaque tube de réaction : 
400 ng d’ADN extrait de chaque échantillon dans un volume final de 25 µl contenant du 
tampon PCR 1x, 200 µM de chaque dNTPs, 0,2 µM des amorces RA1 et RA2 décrites dans le 
Tableau II-3, et 1 U de Taq DNA polymérase (Promega). Les réactions PCR démarrent par 
une étape de dénaturation à 92°C pendant 5 minutes, suivie de 40 cycles d’amplification 
comportant : une étape de dénaturation à 92°C pendant 45 secondes, suivie d’une étape 
d’hybridation pendant 45 secondes à 60°C et enfin une étape d’extension à 72°C pendant 45 
secondes. Une dernière étape de 10 minutes à 72°C a été aussi incluse. Pour chaque série 
d’amplification, un contrôle négatif qui contient de l’eau distillée au lieu de l’ADN et un 
contrôle positif qui contient le plasmide pSVSph21-N ont été inclus. 
L’électrophorèse des produits d’amplification est réalisée dans les mêmes conditions utilisées 
pour le gène de la β-globine. 
Par cette méthode, l’amplification d’une séquence de 242 pb indique la présence d’une souche 
virale primitive (archétype) alors que l’amplification d’une séquence de 317 pb indique la 
présence d’une souche de laboratoire (couramment utilisée dans les plasmides de laboratoire). 
La PCR a été testée 3 fois pour chaque cas. La positivité d’un cas a été retenue s’il y a eu une 
reproductibilité du signal dans au moins deux tests. 
e. Vérification de l’authenticité de la détection du virus SV40  
Pour s’assurer de l’absence d’une éventuelle contamination de nos échantillons 
d’ADN par le plasmide contenant le génome du virus SV40, tous les cas SV40 positifs ont été 
testés par une technique de PCR utilisant des amorces spécifiques publiées par Carbone et ses 
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collaborateurs (Carbone et al., 2005), visant l’amplification d’une séquence d’ADN de 241 pb 
située dans l’origine de réplication des plasmides utilisés dans la plupart des laboratoires.  
Le milieu réactionnel de la PCR contient pour chaque tube de réaction : 400 ng d’ADN extrait 
à partir des échantillons testés positifs pour le virus SV40 dans un volume final de 25 µl 
contenant du tampon PCR 1x, 200 µM de chaque dNTPs, 0,2 µM des amorces 
oligonucléotidiques sens (3’-GCTCACGCTGTAGGTATCTC-5’) et anti-sens (3’-
TCTAGTGTAGCCGTAGTTAG-5’) et 1 unité de Taq DNA polymérase (Promega). Les 
réactions PCR démarrent par une étape de dénaturation à 92°C pendant 5 minutes, suivies de 
40 cycles d’amplification comportant : une étape de dénaturation à 92°C pendant 45 secondes, 
suivie d’une étape d’hybridation pendant 45 secondes à 60°C et enfin une étape d’extension à 
72°C pendant 45 secondes. Une dernière étape de 10 minutes à 72°C a été aussi incluse, elle 
permettra à la Taq DNA polymérase d’arriver au terme de la synthèse des fragments d’ADN 
double brin. 
L’électrophorèse des produits d’amplification est réalisée dans les mêmes conditions utilisées 
pour le gène de la β-globine. 
La présence d’une bande sur le gel d’électrophorèse de même taille que la bande du témoin 
positif indique une contamination de l’échantillon testé par ce plasmide, alors que son absence 
confirme l’authenticité des signaux retrouvé par les autres techniques de PCR utilisés pour la 
recherche du virus SV40. 
II.2.2.2.3. Mise en évidence du virus MMTV-like par PCR 
La détection du virus MMTV-like a été effectuée par une technique de PCR semi-
nichée utilisant trois amorces spécifiques (1X, 2NR, 5F) visant l’amplification d’une 
séquence de 190 bp appartenant à la séquence env de ce virus, elle-même appartenant à une 
séquence du génome viral codant pour des protéines d’enveloppe publié par l’équipe de Ford 
(Ford et al, 2004) (Tableau II-4).  
Le milieu réactionnel du 1
er
 tour de la PCR contient pour chaque tube de réaction : 400 ng 
d’ADN extrait de chaque échantillon dans un volume final de 25 µl contenant du tampon PCR 
1x, 200 µM de chaque dNTPs, 0,2 µM de chaque amorce oligonucléotidique (1X, 2NR), et 1 
unité de Taq DNA polymérase (Promega). Pour le 2
ème
 tour de la PCR, 2µl du produit du 
premier tour d’amplification sont utilisés comme cible matrice en utilisant le couple 
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d’amorces 2NR et 5F. Les 2 réactions PCR démarrent par une étape de dénaturation à 92°C 
pendant 5 minutes, suivies de 40 cycles d’amplification comportant : une étape de 
dénaturation à 92°C pendant 45 secondes, suivie d’une étape d’hybridation pendant 45 
secondes à 59°C et enfin une étape d’extension à 72°C pendant 45 secondes.  
Pour chaque série d’amplification, sont réalisés : un contrôle négatif (blanc) contenant le 
même mélange réactionnel mais où l’ADN matrice est remplacé par de l’eau distillée stérile 
ainsi qu’un contrôle positif correspondant à un fragment d’ADN de 2,7 kb de la région env-
LTR du virus MMTV-like gracieusement offert par le Dr Beatriz G.T.Pogo et le Dr Stella 
Melana (Département de Médecine et de Microbiologie, Mount Sinai School of Médecine, 
New York, Etats-Unis). 
L’électrophorèse des produits d’amplification est réalisée dans les mêmes conditions utilisées 
pour le gène de la β-globine. 
Afin de confirmer la spécificité de l'amplification obtenue par cette technique, les produits de 
PCR ont été analysés par séquençage suivant le protocole qui sera décrit plus loin dans ce 
chapitre (page 57). 
 
Tableau II-4 : Amorces utilisées pour l’amplification de la région env du génome du virus 
MMTV-like. 
 
 
 
 
 
Amorces Séquences des amorces (5’-3’) Références 
1X TGCGCCTTCCCTGACCAAGGG 
Ford et al, 2004 2NR GTAACACAGGCAGATGTAGG 
5F GTATGAAGCAGGATGGGTAGA 
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II.2.2.2.4. Mise en évidence de l'ADN des papillomavirus humains par PCR 
La démarche que nous avons adopté pour l’amplification génique des HPV, consiste en 
premier lieu à l’utilisation de deux couples d’amorces E1-547R/E1-350L et GP5+/GP6+ 
(Josefsson et al., 1999 ; de Roda et al., 1995) visant l’amplification respectivement des 
séquences situées au niveau des régions E1 et L1 conservées pour un large spectre de HPV 
ano-génitaux. En deuxième lieu, le groupe auquel appartient le virus HPV est déterminé en 
utilisant 2 couples d’amorces, le 1er couple d’amorces PU-1M/PU-2R est spécifique des types 
à haut risque oncogène (HPV 16, 18, 31, 33, 52b et 58) et pour lequel la taille du produit 
d’amplification varie de 231-268 pb, et le 2ème couple d’amorces PU-2R/PU-31B  spécifique 
de type à bas risque oncogène (HPV 6 et 11) et qui génère un amplifiât de 228 pb (Fujinaga et 
al., 1991). La particularité de ces deux couples d’amorces est qu’ils ont en commun un même 
oligonucléotide antisens situé dans la région E7 du génome viral. La région E6 représente la 
région génomique où se localisent les oligonucléotides utilisés pour le typage du HPV. Les 
deux régions E6 et E7 sont perpétuellement présentes même après intégration du génome 
viral dans le génome de l’hôte. A la fin, la détection des HPV a été complétée par l’utilisation 
de couples d’amorces types spécifiques visant l’amplification d’une région du génome viral 
appartenant à la région E6 permettant la détection d’une manière  spécifique et individuelle 
des HPV 16, 18, 31 et 33 (Baay et al., 1996).  
Les différentes réactions de PCR ont été réalisées dans un volume final de 25 µl pour chaque 
tube contenant : le tampon de PCR 1x, 200 µM de chaque dNTPs, 0,2 µM de chaque amorce 
oligonucléotidique, 1 unité de Taq DNA polymérase (Promega), et environ 400 ng d’ADN 
extrait de chaque échantillon. 
La réaction de PCR démarre par une étape de dénaturation à 94°C pendant 3 minutes suivie 
de 40 cycles comportant chacun : une étape de dénaturation à 94°C pendant 30 secondes, une 
étape d’hybridation à la température spécifique pour chaque couple d’amorces utilisés 
pendant 30 secondes et une étape de polymérisation à 72°C pendant 1 minute 30 secondes. 
Enfin, une étape de 10 minutes à 72°C permettant à la Taq DNA polymérase d’arriver au 
terme de la synthèse des fragments polymérisés. La température et la durée de chacune des 
étapes des cycles d’amplification spécifiques pour chaque couple d’amorces utilisé pour la 
détection des HPV par PCR sont précisées dans le Tableau II-5. 
Pour la détection des HPV, un contrôle négatif (blanc) contenant le mélange de 
l’amplification où l’ADN matrice est remplacé par l’eau distillée ainsi qu’un contrôle positif 
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correspondant à de l’ADN extrait à partir de différents cas cliniques testés ultérieurement 
positifs pour les différent types de HPV analysés dans ce travail, ont été réalisés. 
L’électrophorèse des produits d’amplification est réalisée dans les mêmes conditions utilisées 
pour le gène de la β-globine. 
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Tableau II-5 : Amorces utilisées pour la détection et le typage des papillomavirus humains. 
 
Virus ou région virale Séquence des amorces (5’-3’) 
Taille des produits 
d’amplification 
T° 
d’hybridation 
Références 
Région E1 des HPVs 
anogénitaux 
E1-547R : TTCCACTTCAGWAYWGCCATA 
E1-350L : TRYRKGYYYTAAAACGAAAGT 180 pb 47°C 
Josefsson et al, 
1999 
Région L1 des HPVs 
anogénitaux 
GP5+ : TTTGTTACTGTGGTAGATAC 
GP6+ : ACTAAATGTCAAATAAAAAG 150 pb 54°C 
de Roda et al, 
1995 
HPVs bas risques 
(6 and 11) 
PU-1M : TGTCAAAAACCGTTGTGTCC 
PU-2R : GAGCTGTCGCTTAATTGCTC 231-268 pb 52°C 
Fujinaga et al, 
1991 
HPVs hauts risques 
(16, 18, 31, 33, 52b, and 58) 
PU-2R : GAGCTGTCGCTTAATTGCTC 
PU-31B : TGCTAATTCGGTGCTACCTG 
228 pb 52°C 
Fujinaga et al, 
1991 
HPV-16 HPV16NT-S : GGTCGGTGGACCGGTCGATG 
HPV16NT-R : GCAATGTAGGTGTATCTCCA 
96 pb 56°C 
Baay et al., 1996 
HPV-18 HPV18NT-S : CCTTGGACGTAAATTTTTGG 
HPV18NT-R : CACGCACACGCTTGGCAGGT 
115 pb 58°C 
Baay et al., 1996 
HPV-31 HPV31NT-S : GGGATTGTTACAAAGCTACC 
HPV31NT-R : CGCTTAGTAGACGTCGTCGC 
110 pb 56°C 
Baay et al., 1996 
HPV-33 HPV33NT-S : CCACCACTGCTTCTTACCTC 
HPV33NT-R : ACCATTTTCATCAAATGGGA 
114pb 56°C 
Baay et al., 1996 
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II.2.2.2.5. Mise en évidence de l'ADN des herpesvirus humains par PCR 
Pour la détection des herpesvirus humains suivants : HSV-1, CMV, EBV, HHV-6 et HHV-8, 
nous avons utilisé différentes techniques de PCR visant l’amplification de régions spécifiques 
pour chaque virus analysé.  
Pour le HSV1 l’amplification vise une séquence de 138 pb (Li et al., 2003) située au niveau 
de la région de l’ADN polymérase viral. Pour l’EBV l’amplification vise une séquence de 175 
pb (Gopal et al., 1990) située au niveau de la région BamH1 G du génome viral. Pour le CMV 
l’amplification vise une séquence de 167 pb (Tsai et al., 2005) située au niveau de la région 
IE2 du génome viral. Pour le HHV6, l’amplification vise une séquence de 223 pb (Zhang et 
al., 1993) située au niveau de la région de l’ADN polymérase viral. Pour détecter le HHV8 
nous avons utilisé une technique de PCR visant l’amplification d’une séquence de 233 pb 
(Chang et al., 1994) située au niveau de la région de la capside du génome viral. Les 
séquences des différentes amorces utilisées ainsi que les détails techniques sont rapportés 
dans le Tableau II-6. 
Toutes les étapes de PCR ont été effectuées dans des conditions très exigeantes de stérilité. La 
réaction de PCR a été réalisée dans un volume final de 25 µl pour chaque tube contenant : le 
tampon de PCR 1x, 200 µM de chaque dNTPs, 0,2 µM de chaque amorce oligonucléotidique, 
1 unité de Taq DNA polymérase (Promega), et environ 400 ng d’ADN extrait de chaque 
échantillon. 
La réaction démarre par une étape de dénaturation à 94°C pendant 3 minutes, suivie de 40 
cycles comportant chacun : une étape de dénaturation à 94°C pendant 30 secondes, une étape 
d’hybridation à la température spécifique pour chaque couple d’amorces pendant 30 secondes 
et une étape de polymérisation à 72°C pendant 1 minute et 30 secondes. Enfin, est réalisée 
une étape de 10 minutes à 72°C permettant à la Taq DNA polymérase d’arriver au terme de la 
synthèse des fragments polymérisés. La température et la durée de chacune des étapes des 
cycles d’amplification spécifiques pour chaque couple d’amorces utilisé pour la détection des 
HPV par PCR sont précisées dans le Tableau II-6. 
Pour la détection de chaque virus, un contrôle négatif (blanc) contenant le mélange de 
l’amplification sans ADN ainsi qu’un contrôle positif correspondant à de l’ADN extrait à 
partir de différents cas cliniques testés ultérieurement positifs pour ces virus sont réalisés.  
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Dix microlitres de chaque produit amplifié ont été analysés par électrophorèse sur un gel 
d'agarose à 2% dans les mêmes conditions que celle utilisées pour l’analyse des autre virus. 
 
Tableau II-6 : Amorces utilisées pour la détection des herpesvirus humains. 
Virus Séquence des amorces (5’-3’) 
Taille des produits 
d’amplification 
T° 
d’hybridation 
Références 
HSV1 
HSV1-3: CCATACCGACCACACCGACGA 
HSV1-4: GGTAGTTGGTCGTTCGCGCTGAA 
138 pb 54°C Li et al, 2003 
EBV 
EBV-S: AACATGCTGTATGCCTCGCAGCG 
EBV-R: AATTACTGGCGTGAATTGTGCCCA 
176 pb 57°C 
Gopal et al, 
1990 
CMV 
IE2-1: TCCTCCTGCAGTTCGGCTTC 
IE2-2: TTTCATGATATTGCGCACCT 
240 pb 56°C Zang et al, 1993 
HHV6 
HHV6-F: AAGCTTGCACAATGCCAAAAAACAG 
HHV6-R: CTCGAGTATGCCGAGACCCCTAATC 
223 pb 56°C 
Chang et al, 
1994 
HHV8 
KS-1: AGCCGAAAGGATTCCACCAT 
KS-2: TCCGTGTTGTCTACGTCCAG 
233 pb 55°C Tsai et al, 2005 
 
II.2.3. Séquençage de l’ADN 
II.2.3.1. Principe 
Le séquençage est réalisé selon la méthode des didésoxyribonucléotides de Sanger 
(Sanger et al., 1977) par un séquenceur automatique (Système ABI Prism 310, Applied 
Biosystems). Des didésoxyribonucléotides marqués (isotope radioactif, fluorescent, 
chémiluminescent…) sont incorporés dans les fragments d’ADN synthétisés par l’AmpliTaq 
DNA polymerase, adaptée au séquençage en présence de désoxyribonucléotides non marqués, 
au cours de cycles d’amplification PCR, réalisés dans un thermocycleur. Le protocole de la 
réaction est celui du kit de séquençage « ABI PRISM Dye Terminator Cycle Sequencing 
Ready Reaction Kit » (Applied Biosytems). Une amorce, complémentaire d’une région située 
en 5’ ou 3’ du fragment d’ADN résultant de l’amplification par PCR, est hybridée à l’ADN 
matrice rendu simple brin à la suite d’un traitement par la chaleur. En présence des 4 dNTPs, 
l’ADN polymérase initie l’élongation à partir de l’extrémité 3’-OH libre de l’amorce 
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hybridée. L’incorporation d’un des quatre didésoxyribonucléotides, chacun marqué avec une 
molécule fluorescente différente, (ddATP, ddCTP, ddTTP, ddGTP) entraîne l’arrêt de 
l’élongation et ceci de façon aléatoire.  
II.2.3.2. Application du séquençage pour l’analyse de la séquence env du virus MMTV-
like amplifiée par PCR 
Lors de cette étude, le séquençage a été réalisé pour pouvoir vérifier si la séquence env 
du virus MMTV-like amplifié par PCR semi-nichée correspond bien à la séquence attendue 
de la région env de ce virus, ainsi que pour s’assurer de l’origine exogène des séquences 
amplifiées et pour éliminer une éventuelle contamination. 
La réaction de séquence est réalisée par PCR unidirectionnelle avec l’AmpliTaq DNA 
polymerase. Une solution contenant 10 à 20 ng de produit de la PCR semi-nichée purifiée par 
le kit de purification Wizard SV Gel and PCR Clean-Up, suivant les recommandations du 
fabricant (Promega) après migration sur gel d’agarose, est tout d’abord dénaturée par 
chauffage à 100°C pendant 5 minutes puis immédiatement déposée sur glace pendant 5 
minutes. Dans un tube PCR sont mélangés l’ADN dénaturé et 3 μl de mix Big Dye 
Terminator contenant les dNTPs, les ddNTPs, du MgCl2, 5 pmoles d’amorce 5F, 0.5 Unité de 
l’ADN polymérase (AmpliTaq, Applied Biosystems) et 1 μl de tampon 5x (Tris-HCl 400 mM 
pH 9,0, MgCl2 10 mM) dans un volume final de 20 μl. 
Les réactions de séquence sont alors réalisées avec un thermocycleur GeneAmpPCR System 
9600 (Applied Biosystems). Les réactions de PCR sont constistué par 25 cycles 
d’amplification comportant des étapes : de dénaturation pendant 10 secondes à 95°C, 
d’hybridation de l’amorce pendant 5 secondes à 55°C et d’élongation par l’ADN Taq 
polymérase pendant 4 minutes à 60°C. Cette réaction peut être précédée par une étape 
supplémentaire de dénaturation durant 3 minutes à une température de 95°C. 
Le milieu réactionnel est ensuite précipité par 4 volumes d’isopropanol à 75% pendant 15 
minutes à température ambiante. Le culot obtenu après une première centrifugation de 25 min 
à 13000 rotations par minute et à 4°C est lavé avec 250 μl d’isopropanol à 75% et resuspendu. 
Après une deuxième centrifugation de 15 minutes à 13000 rotations par minute le culot est 
séché à température ambiante, repris dans 20 μl de solution dénaturante (Template Suppressor 
Reagent) et dénaturé 3 minutes à 96°C avant d’être placé dans la glace. Les séquences sont 
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ensuite chargées et analysées à l’aide d’un système automatique composé d’un appareil 
d’électrophorèse capillaire contenant un gel d’acrylamide couplé à un système de détection de 
fluorescence (ABI PRISM™ 3100 Genetic Analyser, Applied Biosystems) et d’un logiciel 
d’acquisition et d’analyse de données (ABI PRISM™ GeneScan Analysis, Applied 
Biosystems) opérant sur un ordinateur. Les marqueurs sont excités par un rayon laser, et des 
filtres virtuels de détection de la fluorescence permettent de détecter chaque marqueur dans sa 
zone de longueur d’onde d’émission maximale. L’appareil détecte des couleurs dans l’ordre 
des longueurs d’ondes croissantes (bleu, vert, jaune et noire). 
La comparaison des séquences d’ADN analysées avec les séquences des virus MMTV et 
MMTV-like publiées dans les banques de données, GenBank, EMBL et Swiss-prot, a été 
réalisée avec le programme BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) fonctionnant sur le 
site www.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/BLAST. Par la suite, l’alignement multiple des séquences 
nucléiques a été effectué avec le programme CLUSTALW disponible sur le site 
www.infobiogen.fr/services/analyseq/cgi-bin/clustalw_in.pl. 
II.2.4. Immunohistochimie 
II.2.4.1. Principe 
L’immunohistochimie est une technique de détection morphologique directe 
permettant la recherche de l’expression des protéines intra-tissulaires par des antisérums 
spécifiques souvent de lapin ou de souris (anticorps primaires). Ces anticorps peuvent être 
conjugués directement avec des enzymes (peroxydase, phosphatase alcaline) ou des 
marqueurs de fluorescence, ou reconnus par des anticorps secondaires (anticorps universels) 
conjugués avec des marqueurs de fluorescence ou avec des enzymes de révélation 
(peroxydase, phosphatase alcaline) capables de transformer un chromogène incolore (DAB, 
AEC…) et de créer une coloration révélée sous microscope optique. Elle se réalise sur des 
coupes tissulaires congelées ou déparaffinées. 
Nous avons utilisé pour cette technique un kit de détection de l’immunomarquage EnVision 
(DakoCytomation, K4061) ayant une sensibilité très élevée utilisant un polymère de dextran 
sur lequel est fixé d’une part, l’anticorps secondaire capable de reconnaître l’anticorps 
primaire et d’autre part, plusieurs molécules de l’enzyme de révélation (peroxydase).  
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II.2.4.2. Protocole 
Pour appliquer la technique d’immunohistochimie, des témoins positifs et négatifs ont 
été utilisés dans ce travail. Pour cela, des bloc de paraffine de cas cliniques déjà testés positifs 
pour l’expression des antigènes étudiés dans notre laboratoire, ainsi qu’un bloc en paraffine 
contenant du tissu tumoral d’un adénocarcinome prostatique d’une souris transgénique 
(TRAMP) SV40 positif, gracieusement offert par le Professeur P. Wikstrôm (Department of 
Medical Bioscience and Pathology, Umea University, Umea, Suède), ont été utilisés comme 
des témoins positifs. 
 Brièvement, 5 µm de tissu en paraffine ont été coupés, étalés sur des lames déparaffinés, 
et réhydratés. Ensuite, un démasquage antigénique a été réalisé pendant 40 minutes avec un 
tampon spécifique à chaque anticorps. L’activité des peroxydases endogènes a été neutralisée 
en utilisant le peroxyde d’hydrogène à 3% pendant 5 minutes. Les lames ont été par la suite 
lavées à l’eau distillée puis dans un tampon tris salin (TBS) 0,05 M pH 7,4. Ensuite les 
anticorps primaires spécifiques des antigènes à rechercher ont été appliqués à leurs dilutions 
adéquates et pendant une durée optimale comme indiqué dans le Tableau II-7. 
La révélation des anticorps primaires fixés aux antigènes est réalisée par incubation avec le 
polymère de dextran conjugué à des anticorps secondaires et à l’enzyme peroxydase pendant 
30 minutes suivie d’un lavage à l’eau distillée. 
Le substrat utilisé pour la révélation de l’activité peroxydase est l’amino-3-éthyl-9-
carbazole (DAB) appliqué pendant 5 à 15 minutes. Enfin, les coupes ont été contre-colorées à 
l’hématoxyline déshydratée dans de l’éthanol à concentration croissante (50%, 75%, 90% et 
alcool absolu) puis dans du toluène et finalement montées. Vue au microscope optique, la 
positivité consiste en une coloration brunâtre et granulaire, nucléaire, cytoplasmique ou 
membranaire. 
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Tableau II-7 : Liste des anticorps utilisés dans l’étude immunohistochimique. 
Anticorps Clone Provenance Dilution Conditions 
Type de 
démasquage 
Anti-Tag du 
SV40  
Pab 108  Santa Cruz 
Biotechnology 
1/100 Pendant une nuit, 4°C  Citrate, pH 9.0 
Anti-LMP-1 de 
l’EBV 
CS1-4 DakoCytomation 1/25 30 min, température 
ambiante 
Citrate, pH 6.0 
Anti-ZEBRA de 
l’EBV 
BZ1 DakoCytomation 1/50 30 min, température 
ambiante 
Citrate, pH 6.0 
Anti-récepteurs à 
l’œstrogène 
1D5 DakoCytomation 1/40 30 min,  température 
ambiante 
Citrate, pH 9.0 
Anti-récepteurs à 
la progestérone 
PgR636 DakoCytomation 1/40 30 min,  température 
ambiante 
Citrate, pH 9.0 
Anti-HER2 Poly-
clonale 
DakoCytomation 1/1000 30 min,  température 
ambiante 
Citrate, pH 6.0 
Anti-P53 DO-7 DakoCytomation 1/100 30 min,  température 
ambiante 
Citrate, pH 6.0 
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II.2.5. Hybridation in situ 
La technique d’hybridation in situ est une méthode de détection morphologique directe 
qui se base sur l’utilisation de sondes à ADN ou ARN pour mettre en évidence une séquence 
d’acide nucléique cible tel que le génome d’un virus. Les sondes peuvent être marquées par 
des isotopes radioactifs (P32, S35, H3 …) ou des groupements chimiques (biotine, 
digoxygénine, fluorescéine,…) permettant  la révélation du marquage par méthodes 
immunoenzymatiques.  
Cette technique permet de préciser la nature exacte de la cellule infectée au sein d’une 
population cellulaire polymorphe. C’est une technique très sensible et très spécifique, de 
réalisation rapide et simple sur des coupes de tissus fixées dans des conditions de diagnostic 
de routine. 
II.2.5.1. Détection de l’EBV 
Afin de pouvoir déterminer et localiser les cellules infectées par l’EBV, nous avons 
appliqué la technique d’hybridation in situ utilisant des sondes PNA (Peptides d’acides 
nucléiques de synthèse) complémentaires aux deux transcrits primaires nucléaires EBER-1 et 
2 de l’EBV, conjuguées à la fluorescéine (DakoCytomation, Y5200). Ces sondes sont très 
stables car les bases sont portées par des peptides (non dégradables par les RNases), 
contrairement aux sondes ARN/ADN classiques. Cette technique a été appliquée sur les cas 
EBV-positifs détectés par PCR.  
Pour appliquer la technique d’hybridation in situ, on introduit deux témoins, un positif 
qui correspond à un carcinome du nasopharynx EBV+ et un négatif qui correspond à un 
lymphome B EBV- testé précédemment dans notre laboratoire. Cette technique de diagnostic 
morphologique comprend cinq étapes qui sont les suivantes : 
 Préparation des coupes 
Des coupes de 5 μm sont réalisées à l’aide d’un microtome, à partir des blocs de tissus 
fixés au formol et enrobés en paraffine. Ces coupes sont étalées avec de l’eau distillée sur des 
lames placées sur une plaque chauffante et préalablement traitées au Silane (le Silane 
empêche le décollement des coupes). L’adhésion des coupes sur les lames est augmentée par 
un traitement au micro-onde pendant 5 minutes. Enfin, une incubation des lames pendant une 
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nuit à 37°C, permet une meilleure adhésion des coupes tissulaires sur la lame ainsi que la 
fusion de la paraffine. 
 Pré-traitement des coupes 
Le déparaffinage des coupes est effectué dans le toluène (2 bains de 5 minutes). Pour éliminer 
le toluène résiduel et réhydrater les tissus, les coupes subissent deux passages successifs dans 
deux bains d’éthanol absolu, suivis de 3 bains d’éthanol à 95% et deux lavages à l’eau 
distillée. 
Une digestion protéolytique est assurée par la protéinase K de concentration 1 μg/ml diluée 
dans du tampon salin Tris-Borate (TBS) pH 7,5 à température ambiante pendant 30 minutes 
pour rendre l’ADN accessible à la sonde, suivie d’un lavage dans deux bains d’eau distillée. 
Enfin, les lames sont passées successivement dans des bains d’éthanol à 70°, 90° et 100° puis 
séchées à température ambiante pendant 2 heures (pour éviter la dilution des sondes dans les 
alcools). 
  Hybridation 
Après avoir entouré les coupes tissulaires par le DAKO-PEN (DakoCytomation, S 
2000), 25 μl de la solution d’hybridation (contenant la sonde PNA) sont appliqués sur les 
lames et elles sont recouvertes par des lamelles pour être incubées dans une chambre humide 
à 55°C pendant une nuit. 
 Lavage de stringence 
Le lavage de stringence consiste en un traitement des coupes tissulaires avec deux types 
de tampons de lavage. En effet, le premier lavage consiste à faire immerger les lames dans du 
tampon de lavage de stringence diluée au 1/60 (prêt-à-l’emploi) et préchauffé à 55°C. Ensuite 
une incubation des lames est effectuée à 55°C pendant 25 minutes. Le deuxième lavage est 
réalisé par passage des lames dans du tampon TBS. 
 Révélation 
La révélation de l’hybride de la sonde PNA sur l’ARN cible se fait par méthode 
colorimétrique basée sur l’interaction de la phosphatase alcaline couplée à un anticorps anti 
isothiocyanate de fluorescéine et qui a pour substrat le BCIP/NBT. Le kit utilisé est de type 
Dako (DakoCytomation, K5201). 100 μl d’anticorps anti-isothiocyanate de fluorescéine sont 
additionnés sur chaque lame suivie d’une incubation à température ambiante dans une 
chambre humide pendant 30 minutes. L’élimination de l’excès d’anticorps anti isothiocyanate 
de fluorescéine est assurée par lavage des lames : deux premiers lavages dans du tampon TBS 
à pH 7,5 pendant 3 minutes chacun, puis deux autres lavages de 15 minutes dans du tampon 
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STMT pH 7,5, suivis d’un autre lavage de 5 minutes dans du tampon STM pH 9,5 1M. Enfin 
un lavage pendant 5 minutes dans du tampon STM pH 9,5 0,1 M est pratiqué. 
Après avoir ajouté le substrat de la phosphatase alcaline sur les lames, le BCIP/NBT, une 
incubation dans une chambre humide pendant 30 à 60 minutes est effectuée. Un dernier 
lavage des lames est réalisé dans l’eau stérile pendant 5 minutes, suivi d’une contre coloration 
à l’hématoxyline et d’un montage dans le Faramount (DakoCytomation, S3025). 
A la microscopie optique, les cas obtenus EBV positifs par hybridation in situ se manifestent 
par une coloration noirâtre intranucléaire. 
II.2.5.2. Détection du virus HPV 
 En vue de repérer la présence probable des virus HPV dans les cellules cancéreuses du 
sein, nous avons appliqué la technique suivante sur tous les cas testés positifs par PCR. 
Les sondes que nous avons utilisées sont de type ADN double brin biotinylées (incorporant la 
thymidine biotinylée). Elles sont réparties en deux classes : 
 Un cocktail de Sondes (HPV PAN) dirigé contre un large spectre d’HPV ano-
génitaux (HPV6, 11, 16, 18, 30, 31, 33, 35, 51 et 52) (DakoCytomation, Y2016). 
 Des sondes spécifiques aux types: 
* 6/11 qui visent les gènes E5, E6, L2, URR (DakoCytomation, Y1411). 
* 16/18 qui ciblent les gènes E1, E2, E4, E5, E7 et URR du HPV16 et E2, E5, 
E6, E7, L2 et URR du HPV 18 (DakoCytomation, Y1412). 
* 31/33 qui visent les gènes E5, E2, L2 et URR du HPV 31 et E2, E5, E6, L2 et 
URR du HPV 33 (DakoCytomation, Y1413). 
Pour cette technique, on dispose de trois témoins : deux positifs et un troisième 
négatif. Les deux témoins positifs permettent de contrôler le bon déroulement et la réussite de 
la technique alors que le témoin négatif sert pour l’interprétation des réactions faussement 
positives et l’évaluation du bruit de fond. Les deux témoins positifs correspondent à des 
biopsies de carcinomes épidermoïdes du col utérin HPV PAN+, HPV16/18+, HPV31/33+ et 
une biopsie de condylome acuminé HPV6/11+. Le témoin négatif correspond à des 
prélèvements cutanés HPV négatifs qui ont été testés auparavant dans notre laboratoire. 
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La technique d’hybridation in situ se déroule en cinq étapes qui sont les suivantes : 
  Préparation des coupes 
Cette étape est la même que nous avons pratiqué pour l’EBV.  
 Prétraitement des coupes 
 Le déparaffinage et la réhydratation des coupes sont réalisés convenablement comme 
pour le HPV. Une digestion protéolytique est ensuite effectuée afin de rendre l’ADN cible 
accessible à la sonde et ceci en utilisant 200 μl de la solution de digestion à 37°C contenant la 
pepsine à 0,4% dans l’acide chlorhydrique pendant 20 minutes dans une chambre humide. 
Ensuite les lames sont lavées dans deux bains d’eau distillée de 5 minutes chacun. La 
déshydratation est réalisée par passage dans un bain d’éthanol. 
  Dénaturation et hybridation 
 Après avoir entouré les coupes tissulaires par DAKO-PEN (Dako S 2000), 15 μl de la 
solution d’hybridation sont appliqués et  elles sont ensuite couvertes par une lamelle acétonée 
pour éviter l’étalement et l’évaporation de la sonde. Ensuite la dénaturation thermique de 
l’ADN cible et de la sonde est réalisée sur plaque chauffante pendant 7 minutes à 94°C. Enfin 
l’hybridation est effectuée par incubation dans une chambre humide pendant une nuit à 37°C. 
 Lavage de stringence 
Après incubation, les lames sont lavées dans deux bains de tampon TBS pH 7,5 (Tris 
Buffered Saline) de 5 minutes chacun afin de détacher les lamelles. Elles sont ensuite 
incubées dans la solution de lavage de stringence, fournie par le kit, préchauffée 30 minutes à 
48°C. 
 Révélation 
C’est grâce à une réaction colorimétrique que la révélation des hybrides ADN/sonde est 
effectuée. En effet, cette réaction met en jeu la streptavidine qui est une protéine tetramérique 
possédant 4 sites de liaison de haute affinité pour la biotine. Cette protéine est conjuguée à la 
phosphatase alcaline  qui a comme substrat le BCIP/NBT (5-Bromo-4-Chloro-3-
indolylphosphate avec le nitrobleue tétrazolium), dissout dans le lévamizole qui est un 
inhibiteur des phosphatases alcalines endogènes. 
Après addition de 50 μl, sur chaque lame, de la solution streptavidine-phosphatase alcaline 
(SPA) fourni par le kit (DakoCytomation, K0601), une incubation dans une chambre humide 
à température ambiante pendant 20 minutes est effectuée. 
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L’élimination de la solution SPA, s’effectue par lavage au TBS pH 7,5, suivi d’un autre 
lavage dans une solution de STM. Ce dernier lavage élimine la fixation non spécifique de la 
SPA sur les protéines cellulaires. 
Après avoir appliqué le substrat de la phosphatase alcaline qui est le BCIP/NBT, les lames 
sont incubées à l’abris de la lumière pendant une heure. Un dernier lavage à l’eau distillée est 
réalisé avant la contre coloration à l’hématoxyline et le montage aqueux au Faramount 
(DakoCytomation, S3025). 
Enfin, la lecture des lames s’effectue au microscope optique. La présence de l’ADN du HPV 
dans le tissu apparaît sous forme de dépôt bleu noirâtre dans les noyaux des cellules 
épithéliales infectées. Une coloration cytoplasmique en l’absence de coloration nucléaire ne 
doit pas être interprétée comme positive. 
II.2.6. Analyse de la méthylation de l’ADN 
II.2.6.1. Principe 
La PCR spécifique de la méthylation (MSP) est une technique rapide et très sensible 
pour analyser la méthylation des cytosines d’une façon qualitative. Elle est basée sur 
l’utilisation de deux paires distinctes d’amorces au niveau de la région d’intérêt, destinées à 
amplifier les brins méthylés (amorces M) ou non méthylés (amorces U) après transformation 
de l’ADN par le bisulfite de sodium (Figure II-1). En effet, ce dernier convertit les cytosines 
non méthylées en uraciles (Figure II-1), lesquelles sont reconnues comme des thymines au 
cours de l’amplification de l’ADN par PCR, alors que les cytosines méthylées ne sont pas 
modifiées par le bisulfite de sodium et sont donc détectées comme des cytosines (Derks et al., 
2004). 
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Figure II-1 : Schéma représentatif des différentes étapes de la PCR spécifique à la 
méthylation (Derks et al, 2004) 
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II.2.6.2. Les gènes étudiés 
L’ensemble des gènes auxquels nous nous sommes particulièrement intéressés sont rapportés 
dans le Tableau II-8. Ces gènes sont impliqués dans le contrôle du cycle cellulaire, 
l’apoptose, la réparation de l’ADN, l’adhésion cellulaire, l’angiogénèse, la différenciation 
cellulaire, et la détoxification des carcinogènes. Au total nous avons analysé dans cette étude 
15 gènes. 
 
Tableau II-8 : Récapitulatif des gènes analysés au cours de ce travail. 
Gènes 
Localisations 
Chromosomique 
Fonctions Références 
RASSFA1 3p21.3 
Apoptose et régulation 
du cycle cellulaire 
Wong et al., 2002 
BLU 3p21.3 
Inhibition de la 
croissance cellulaire 
Agathanggelou et al., 2003 
hMLH1 3p21.3 Réparation de l’ADN Murata et al., 2005 
RAR-β2 3p24 Réponse hormonale Widschwendter et al., 2000 
APC 5q21-22 Transduction du signal Esteller et al, 2000 
ER 6q25.l Réponse hormonale Ottawiano et al., 1994 
P16 9p21 
Régulation du cycle 
cellulaire 
Herman et al., 1996 
DAPK 9q34 Apoptose Katzenellenbogen et al., 1999 
GSTP1 11q13.3 Détoxification cellulaire Esteller et al., 1998 
SHP1 12p13 
Différenciation 
cellulaire 
Oka et al., 2002 
Cyclin D2 12p13 
Régulation du cycle 
cellulaire 
Evron et al., 2001 
HIN1 12p13.32 
Cytokine de 
signalisation 
Krop et al., 2001 
CDH1 16q22.1 Adhésion cellulaire Herman et al., 1996 
BRCA1 17q21 Réparation de l’ADN Esteller et al., 2000 
TIMP3 22q13.1 
Invasion cellulaire et 
métastase 
Bachman et al., 1999 
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II.2.6.3. Conditions expérimentales 
II.2.6.3.1. Traitement de l’ADN génomique au bisulfite de sodium 
a- Principe 
L'analyse du profil de méthylation de l'ADN a été transformée suite à la découverte des 
conséquences du traitement par le bisulfite de sodium sur l'ADN. En présence de ce composé, 
il se produit une sulfonation et une désamination des cytosines qui se transforment en uraciles 
sulfonâtes. La désulfonation dans un milieu à pH basique complète la conversion des 
cytosines en uraciles (Figure II-2). Cependant, cette désamination est beaucoup plus rapide 
quand les cytosines sont déméthylées que quand elles sont méthylées. En pratique, dans les 
conditions expérimentales choisies, seules les cytosines déméthylées seront transformées en 
uracile mais les cytosines méthylées reste inchangées.  
Après ce traitement, on obtient donc une séquence d'ADN modifiée dans laquelle les seules 
cytosines qui persistent sont celles qui étaient méthylées à l'origine. Les autres sont 
transformées en uracile (remplacée par une thymine lors des amplifications au cours des 
réactions de polymérisation en chaine par une Taq DNA polymérase).  
b- Protocole 
La procédure adoptée au cours de cette étude a été décrite en 1992 par Frommer et ses 
collaborateurs (Frommer et al., 1992). Pour réaliser cette transformation, 1 à 2 µg d’ADN 
génomique sont dilués avec de l’eau distillée stérile dans un volume final de 50 μl. L’ADN est 
ensuite dénaturé en présence de 0,2M NaOH (la solution de NaOH doit être préparée 
extemporanément) à 37°C pendant 15 min, puis aussitôt mis dans de la glace. Le mélange est 
ensuite additionné de 30 μl d’une solution d’hydroquinone 10 mM et 520 μl d’une solution de 
bisulfite de sodium (Na2S2O5) 3M (Sigma), pH 5, préparées extemporanément et à l’abri de la 
lumière. Les échantillons sont homogénéisés délicatement puis incubés sous l’huile minérale 
pendant 16 heures à 50°C. A ce stade, les résidus cytosines de départ sont transformés, par 
sulfonation, en cytosine-6-sulfonate puis, par désamination, en uracile-6-sulfonate (Figure II-
2). 
Les sels de bisulfite sont éliminés par purification de l’ADN sur des résines de silice à l’aide 
du kit Wizard
®
 DNA Clean-Up System (Promega, France) selon les recommandations du 
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fabricant. L’ADN ainsi purifié est repris dans 150 μl d’eau distillée. La désulfonation de 
l’uracile-6-sulfonate en uracile est favorisée par un pH basique. Ainsi, 20 μl d’une solution de 
NaOH 3 M préparée extemporanément et 30 µl de H2O (concentration finale 0,3 M) sont 
ajoutés à l’ADN puis incubés pendant 5 minutes à température ambiante. L’ADN est ensuite 
précipité par le chlorure de sodium 5 M (NaCl) avec un volume correspondant au 1/10 du 
volume récupéré et de l’éthanol absolu avec un volume correspondant au double du volume 
récupéré. Après des agitations douces par inversions répétées, on incube les échantillons 
pendant une heure à -80°C. L’ADN est récupéré par une centrifugation à 12.000 rotations par 
minute pendant 10 min à 4 °C. Après décantation, on additionne 1 mL d’éthanol à 70 % 
permettant de laver le culot d’ADN. Par la suite on effectue une  étape de centrifugation à 
12.000 rotations par minute pendant 15 min. Finalement, on laisse les échantillons sécher 
pour éliminer tous les résidus d’éthanol. Après évaporation totale de l’éthanol, l’ADN est 
dissout dans 150 μl d’eau distillée et gardé à -20°C pendant 3 mois maximum. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure II-2 : Etapes de la réaction de conversion par le bisulfite de sodium 
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II.2.6.3.2.Contrôle de la qualité de l’ADN après traitement au bisulfite de sodium 
Le traitement de l’ADN par le bisulfite de sodium est une étape agressive pour les acides 
nucléiques. Afin de contrôler la qualité de l’ADN obtenu après ce traitement, nous avons 
réalisé une réaction PCR visant l’amplification d’une séquence de 133 pb appartenant au gène 
de la β-actine (Singal et al., 2004). Les amorces utilisées au cours de cette réaction sont 
destinées à s’hybrider au niveau d’une région riche en cytosines non méthylées qui sont 
transformées en uraciles après traitement (Tableau II-9). Un résultat positif témoigne de la 
bonne qualité de l’ADN et de la réussite de la réaction de conversion par le bisulfite de 
sodium. 
 
Tableau II-9 : Amorces utilisées pour contrôler  la qualité de l’ADN après traitement. 
Amorces Séquence des amorces (5’-3’) 
Taille des produits 
d’amplification 
T° 
d’hybridation 
Référence 
β-actin 5M TGGTGATGGAGGAGGTTTAGTAAGT 
133 pb 60°C Singal et al., 2004 
β-actin 3M AACCAATAAAACCTACTCCTCCCTTAA 
 
II.2.6.3.3. Analyse de l’ADN traité par PCR spécifique à la méthylation (MSP) 
a- Principe 
La MSP est une technique qui a été décrite pour la première fois en 1996 par Herman et ses 
collaborateurs (Herman et al., 1996). Pour réaliser cette réaction, trois facteurs doivent être 
considérés dans le choix des amorces. En premier lieu, l’ADN transformé par le bisulfite de 
sodium n’est plus auto-complémentaire. Les amorces choisies pour l’amplification de brins 
sens d’une partie définie de l’ADN seront donc différentes de celles qui sont utilisées pour les 
brins anti-sens. Deuxièmement, les amorces doivent contenir plusieurs cytosines qui ne font 
pas partie de dinucléotides CpG dans la séquence originale, et qui sont, donc, transformées en 
uraciles après le traitement. L’inclusion de ces bases dans les amorces aide à éviter 
l’amplification de l’ADN résiduel non transformé, et, donc, d’éviter les faux positifs. 
Troisièmement, les amorces doivent être choisies dans une région contenant plusieurs CpG 
dont une en 3’ pour garantir la spécificité méthylé/non méthylé. 
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b- Protocole 
Après plusieurs essais de mise au point, les conditions des réactions PCR sont les 
suivantes : la PCR a été réalisée dans un volume total de 25 μl contenant 2 μl d’ADN traité, 
du tampon PCR 1x (10 mM Tris-HCl ; 50 mM KCl ; 1,5 mM MgCl2 ; pH 8,3), 2,5 à 4 mM de 
MgCl2, 0.4 mM de dNTPs, 0,2 µM de chaque amorce, 1 unité de Taq DNA polymérase 
(Promega, France) et 5% de diméthyl sulfoxide (DMSO). L’amplification PCR a été réalisée 
dans un PTC 200™ DNA engine thermocycler (MJ Research, Watertown, USA). Les 
réactions d’amplifications ont été réalisées selon le programme suivant : une dénaturation 
initiale à 95°C pendant 5 minutes suivie de 35 cycles d’amplification comprenant une étape 
de dénaturation de 30 secondes à 95°C, une étape d’hybridation de 30 secondes à la 
température spécifique pour chaque gène analysé, une étape d’élongation de 30 secondes à 
72°C, suivie d’une élongation finale à 72°C pendant 5 minutes.  Les séquences des amorces 
utilisées dans ce travail avec les températures d’hybridation et la taille du produit PCR obtenu 
pour chaque gène sont résumées dans le Tableau II-10. 
Pour chaque série d’amplification, de l’ADN universellement modifié/méthylé (CpG 
universal methylated 274 DNA ; Qbiogene, CA, USA) a été utilisé comme contrôle positif 
pour l’amplification des brins méthylés. Egalement, un contrôle négatif qui contient de l’eau 
distillée au lieu de l’ADN a été inclus afin de s’assurer de l’absence de contamination. 
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Gènes Statut de 
méthylation 
Amorces Taille des produits 
d’amplification (pb) 
T° 
d’hybridation  
Références 
Sens (5’-3’) Anti-sens (5’-3’) 
RASSFA1 
M GTGTTAACGCGTTGCGTATC AACCCCGCGAACTAAAAACGA 94 56°C 
Burbee et al., 2001 
U TTTGGTTGGAGTGTGTTAATGTG CAAACCCCACAAACTAAAAACAA 108 58°C 
hMLH1 
M ACGTAGACGTTTTATTAGGGTCGC CCTCATCGTAACTACCCGCG 124 58°C 
Xu et al., 2004 
U TTTTGATGTAGATGTTTTATTAGGGTTGT ACCACCTCATCATAACTACCCACA 118 60°C 
BLU 
M TTCGTGGGTTATAGTTCGAGAAAGCG AACGAATTAACCGCGCCTACGC 156 60°C Agathanggelou et al., 
2003 U TTTGTGGGTTATAGTTTGAGAAAGTG AACAAATTAACCACACCTACAC 156 60°C 
RAR-β 
M TCGAGAACGCGAGCGATTCG GACCAATCCAACCGAAACGA 146 57°C Widschwendter et al., 
2000 U TTGAGAATGTGAGTGATTTGA AACCAATCCAACCAAAACAA 158 59°C 
APC 
M TATTGCGGAGTGCGGGTC TCGACGAACTCCCGACGA 98 58°C 
Esteller et al., 2000  
U GTGTTTTATTGTGGAGTGTGGGTT CCAATCAACAAACTCCCAACAA 151 60°C 
ER 
M GTGTATTTGGATAGTAGTAAGTTCGTC CGTAAAAAAAACCGATCTAACCG 118 57°C 
Ottaviano et al., 1994 
U GGTGTATTTGGATAGTAGTAAGTTTGT CCATAAAAAAAACCAATCTAACCA 120 58°C 
P16 
M TTATTAGAGGGTGGGGCGGATCGC GACCCCGAACCGCGACCGTAA 150 60°C 
Herman et al., 1995 
U TTATTAGAGGGTGGGGTGGATTGT CAACCCCAAACCACAACCATAA 151 58°C 
DAPK 
M GGATAGTCGGATCGAGTTAACGTC CCCTCCCAAACGCCGA 106 60°C 
Toyooka et al., 2003 
U GGAGGATAGTTGGATTGAGTTAATGTT CAAATCCCTCCCAAACACCAA 106 60°C 
GSTP1 
M TTCGGGGTGTAGCGGTCGTC GCCCCAATACTAAATCACGACG 91 59°C 
Cairns et al., 2001 
U GATGTTTGGGGTGTAGTGGTTGTT CCACCCCAATACTAAATCACAACA 97 59°C 
SHP1 
M GAACGTTATTATAGTATAGCGTTC TCACGCATACGAACCCAAACG 159 56°C 
Oka et al., 2002 
U GTGAATGTTATTATAGTATAGTGTTTGG TTCACACATACAAACCCAAACAAT 159 59°C 
Cyclin D2 
M GGGTCGATCGTGTTGGCG ACATAAAACCTCCACGCTCG 124 59°C 
Evron et al., 2001 
U GAAATATATTAAAGGGTGTG CCTAACCCAAACAACCAACC 147 59°C 
HIN1 M GGTACGGGTTTTTTACGGTTCGTC AACTTCTTATACCCGATCCTCG 136 60°C Krop et al., 2001 
Tableau II-10 : Amorces utilisées pour l’analyse du statut de méthylation de 15 gènes suppresseurs de tumeurs. 
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U GGTATGGGTTTTTTATGGTTTGTT CAAAACTTCTTATACCCAATCCTCA 136 60°C 
CDH1 
M TGTAGTTACGTATTTATTTTTAGTGGCGTC CGAATACGATCGAATCGAACCG 112 56°C 
Graff et al., 1995 
U TGGTTGTAGTTATGTATTTATTTTTAGTGGTGTT ACACCAAATACAATCAAATCAAACCAAA 120 58°C 
BRCA1 
M GGTTAATTTAGAGTTTCGAGAGACG TCAACGAACTCACGCCGCGCAATCG 86 59°C 
Esteller et al., 2000 
U GGTTAATTTAGAGTTTTGAGAGATG TCAACAAACTCACACCACACAATCA 75 59°C 
 
TIMP3 
M CGTTTCGTTATTTTTTGTTTTCGGTTTC CCGAAAACCCCGCCTCG 116 58°C 
Xu et al., 2004 
U TTTTGTTTTGTTATTTTTTGTTTTTGGTTTT CCCCCAAAAACCCCACCTCA 119 59°C 
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II.2.7. Analyses statistiques 
La saisie des données clinico-pathologiques des patientes et les analyses statistiques ont 
été effectuées à l’aide du logiciel SPSS version 13.0.  
II.2.7.1. Association entre deux variables catégorielles 
La recherche d'une association entre deux variables catégorielles, ce qui revient à 
comparer des proportions, a été évaluée au moyen du test du Chi-carré (2), ou du test exact 
de Fisher quand le nombre d'observations est trop petit (Schwartz, 1969 ; Falissard, 1996). Le 
seuil de signification statistique est fixé à la valeur de 5%. Donc, si la valeur de p est 
inférieure ou égale à la valeur de 0,05 choisie, cela signifie qu’il existe une corrélation 
statistiquement significative entre les deux variables.  
II.2.7.2. Analyse d’association entre une variable catégorielle et une variable continue 
Les variables continues, suivant une distribution non normale dite non paramétrique ou 
non gaussienne, ont été comparées à l’aide du test de Mann-Whitney-Wilcoxon quand deux 
groupes distincts (indépendants ou non pairés) sont concernés et par l'analyse de variance 
selon Kruskall-Wallis lorsque plus de deux groupes sont considérés (Schwartz, 1969 ; Daurès, 
1993). L'hypothèse nulle est l'absence de différence de distribution (médiane) entre les 
groupes alors que l'hypothèse alternative consiste en l'existence d'une différence de 
distribution (médiane) entre les groupes. Les variables continues, suivant une distribution 
normale dite paramétrique ou gaussienne, ont été comparées à l’aide du test t de Student pairé 
quand le même groupe est comparé à deux moments différents. 
II.2.7.3. Analyse de la survie 
Pour l’analyse des données de survie, la méthode de Kaplan-Meier est utilisée. Cette 
méthode de calcul permet d’établir des tables et des courbes de survie. Son objectif est 
d’estimer la probabilité de survie d’un groupe défini pour un intervalle de temps donné 
(Kaplan et Meier, 1958). La survie signifie que l’évènement observé (exemple décès ou 
rechute) n’est pas survenu au cours de l’intervalle de temps “t”. La durée de survie représente 
le laps de temps qui s’écoule jusqu’au moment où survient l’évènement ; en d’autres termes, 
le temps écoulé entre la date du début de l’étude et la date de survenue de l’évènement. La 
comparaison des durées de survie a été réalisée avec le test de log-rank (Peto et al., 1979).  
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III.1. Introduction 
Le cancer du sein est le cancer le plus fréquent chez la femme, avec plus de 800.000 
nouveaux cas diagnostiqués chaque année dans le monde (Parkin et al., 2003). Il représente 
un important problème de santé publique et constitue l'une des principales causes de mortalité 
par cancer chez les femmes dans le monde (Yost et al., 2001 ; Ries et al., 2002).  
A nos jours, plusieurs facteurs de risque pour le développement du cancer du sein sont 
connus, tels que l'âge, la puberté précoce, la ménopause tardive, la nulliparité et l'obésité 
(Hankinson et al., 2004). Néanmoins, aucun facteur étiologique n’a été clairement identifié, à 
l'exception de la transmission héréditaire de mutations dans certains gènes de prédisposition, 
en particulier les gènes BRCA1 et 2, retrouvés dans environ 5% des cancers du sein (King et 
al., 2003).  
Par ailleurs, la relation éventuelle entre les virus et le cancer du sein a pendant des décennies 
fasciné la communauté scientifique, et cela depuis la découverte par Bittner en 1936 que les 
tumeurs mammaires chez la souris sont dus à un virus appelé MMTV pour « Mouse 
Mammary Tumor Virus » (Medina, 1976 ; Dickson, 1990). Des particules semblables à ce 
virus de souris appelées MMTV-like ont été également retrouvées dans le cancer du sein 
sporadique chez l’Homme, indiquant une étiologie virale possible de ce cancer (Holland and 
Pogo, 1999).  
Le virus SV40 (pour Simian Virus 40), est un virus à ADN double brin appartenant à la 
famille des polyomavirus. Injecté par voie intraveineuse, ce virus est capable d'induire divers 
types de tumeurs chez les hamsters ainsi que chez d’autres rongeurs. Il est aussi capable 
d’induire in vitro la transformation de cellules provenants de différentes espèces, y compris 
des cellules humaines (Topp et al., 1981). Au cours des dernières années, différents 
laboratoires ont signalé la présence du virus SV40 dans plusieurs types de tumeurs humaines, 
y compris les tumeurs gliales du cerveau (Bergsagel et al., 1992), les mésothéliomes (Carbone 
et al., 1994), les ostéosarcomes (Yamamoto et al., 2000), les lymphomes (Vilchez et al., 
2002 ; Amara et al., 2007), les hépato-carcinomes (Wong et al., 2003), et les cancers de la 
thyroïde (Pacini et al., 1998).  
Le pouvoir oncogénique du virus SV40 est en grande partie dû à l’expression d’une 
oncoprotéine virale appelée antigène grand T (Tag). Selon plusieurs études, l’oncoprotéine 
Tag induit la transformation néoplasique cellulaire par le biais de l'interaction et de 
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l'inactivation fonctionnelle des produits d’expression de deux gènes suppresseurs de tumeur 
p53 (Mietz et al., 1992) et pRb (Dyson et al., 1989), induisant ainsi des anomalies dans la 
régulation du cycle cellulaire et de l'apoptose.  
Deux études récentes indiquent la capacité du virus SV40 à transformer des cellules 
mammaires normales en cellules tumorales. La première étude a portée sur un modèle de 
souris transgénique exprimant l’oncoprotéine Tag du virus SV40 et conçue pour l’étude du 
cancer du sein. Dans ce modèle il a été mis en évidence une inactivation des gènes 
suppresseurs de tumeurs P53 et Rb. Suite à cette inactivation, se produit un développement 
anarchique et incontrôlé d’un clone cellulaire mammaire aboutissant à l’apparition chez ces 
souris d’un carcinome mammaire ressemblant fortement aux cancers du sein chez l’Homme 
(Green et al., 2000). La deuxième étude a été réalisée sur des cultures de cellules mammaires 
humaines normales visant à déterminer les événements minimums nécessaires à la 
transformation maligne des cellules; il a été prouvé que l'introduction de trois gènes codants 
respectivement pour l’oncoprotéine Tag du virus SV40, la sous-unité catalytique de la 
télomérase et l’oncoprotéine H-RAS, aboutit à une transformation maligne de ces cellules 
épithéliales mammaires (Elenbaas et al., 2001). 
Mais curieusement à ce jour, aucune étude n’a tenté de vérifier si ce virus est impliqué dans le 
développement du cancer du sein chez l’Homme. 
Les objectifs de ce chapitre sont de rechercher la présence du virus SV40 dans le cancer du 
sein chez la femme Tunisienne par plusieurs techniques de PCR ; de vérifier l’expression des 
oncoprotéines virales dans les cellules tumorales par immunohistochimie ; et de préciser les 
caractéristiques clinico-pathologiques des cancers du sein associés à ce virus.  
III.2. Méthodologie 
III.2.1. Population d’étude 
Cette partie du travail a concerné 109 cas de cancer du sein, tous du type histologique 
carcinome canalaire infiltrant. Les caractéristiques anatomo-pathologiques et cliniques sont 
résumées dans le Tableau III-1. La recherche du virus SV40 par PCR a été réalisée sur des 
extraits d’ADN obtenus à partir des tissus tumoraux et normaux mammaires congelés 
conjointement disponibles pour chaque cas. Un bloc de tissu tumoral fixé au formol et inclus 
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en paraffine a été utilisé pour l’exploration morphologique de la présence du virus SV40 par 
immunohistochimie.  
III.2.2. Extraction de l’ADN  
L’extraction de l’ADN à partir des tissus frais congelés a été effectuée selon le protocole 
décrit dans le chapitre II. La qualité de l’ADN a été évaluée par l'amplification d’une 
séquence de 407 pb située dans le gène codant pour la -globine. 
III.2.3. Recherche de l'ADN du virus SV40 par PCR 
Pour détecter le virus SV40, nous avons utilisé différentes techniques PCR visant 
l’amplification de séquences d’ADN situées dans trois régions différentes du génome viral.  
III.2.3.1. Détection de la région de transcription précoce du virus 
La recherche de la région de transcription précoce du génome du virus SV40 codant 
l’antigène grand T a été effectuée par PCR en utilisant le couple d’amorces 
SVTAGP1/SVTAP3 visant l’amplification d’une séquence de 126 pb selon le protocole décrit 
dans le chapitre II. Chaque cas a été testé 3 fois et la positivité d’un cas n’a été retenue qu’en 
cas de positivité dans, au moins, deux tests après électrophorèse sur gel d’agarose. Afin de 
confirmer la spécificité de l'amplification obtenue par cette technique, les produits de PCR ont 
été hybridés par Southern blot utilisant une sonde oligonucléotidique interne (SVTAGP2), 
spécifique à la région amplifiée selon le protocole décrit dans le chapitre II.  
III.2.3.2. Détection de la région de transcription tardive du virus 
Cette technique se base sur l’amplification par PCR d’une séquence d’ADN viral de 294 pb 
située dans le gène codant la protéine VP1 de la capside du virus SV40 selon le protocole 
décrit dans le chapitre II. Tous les cas ont été testés 3 fois, et la positivité d’un cas a été 
considérée seulement s’il y a une reproductibilité du signal dans au moins deux tests. 
III.2.3.3. Détection de la région régulatrice de la transcription virale 
Cette technique se base sur l’utilisation d’un couple d’amorces visant l’amplification d’une 
séquence d’ADN de 242 pb située dans une région non codante localisée entre les gènes 
précoces et tardifs du virus SV40 selon le protocole décrit dans le chapitre II. Tous les cas ont 
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été testés 3 fois, et la positivité d’un cas a été considérée seulement s’il y a une 
reproductibilité du signal dans au moins deux tests. 
III.2.3.4. Contrôles positifs et négatifs de la PCR 
Pour la recherche du virus SV40 par PCR des témoins positifs et négatifs ont été 
conjointement introduits dans chaque expérience permettant le contrôle du bon déroulement 
de la technique et de l’absence de contamination. Le témoin positif utilisé est le plasmide 
pSVSph21-N contenant le génome du virus SV40. Le témoin négatif consiste à remplacer 
l’ADN matrice par de l’eau bi-distillée stérile. 
De plus, pour s’assurer de l’absence d’une contamination de nos échantillons d’ADN par le 
plasmide contenant le génome du virus SV40, une technique de PCR visant l’amplification 
d’une séquence de 241 pb située au niveau de l’origine de réplication du plasmide utilisé dans 
notre laboratoire a été réalisée selon le protocole décrit dans le chapitre II. 
III.2.4. Détection des oncoprotéines virales par immunohistochimie 
L’analyse de l’expression des protéines oncogènes du virus SV40 a été effectuée par 
immunohistochimie en utilisant l’anticorps Pab108 (Santa Cruz Biotechnology) qui permet la 
détection simultanée de l’antigène grand T et l’antigène petit t du virus SV40. Cet anticorps 
est spécifique au virus SV40 et ne donne pas de réaction croisée avec les virus JC et BK. 
Cette exploration a été effectuée pour tous les cas inclus dans l’étude. La technique 
d’immunohistochimie a été effectuée sur des coupes tissulaires déparaffinées selon le 
protocole décrit dans le chapitre II.  
Des coupes tissulaires provenant d’un bloc de paraffine contenant du tissu tumoral d’un 
adénocarcinome prostatique d’une souris transgénique (TRAMP) SV40 positif, gracieusement 
offert par le Professeur P. Wikstrôm (Department of Medical Bioscience and Pathology, 
Umea University, Suède), ont été utilisées comme témoin positif. La lecture des coupes a été 
réalisée au microscope optique. Un cas est considéré SV40 t/Tag+ quand un marquage 
nucléaire et/ou cytoplasmique est observé dans les cellules tumorales. 
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III.2.5. Analyse statistique 
Des tests Chi-carré et exact de Fisher ont été utilisés pour rechercher une association entre la 
présence du virus SV40 d’une part et les paramètres clinico-pathologiques des patientes 
d’autre part.  
L’impact de la présence du virus SV40 sur la survie globale et la survie sans rechute des 
patientes a été évalué par la méthode de Kaplan-Meier et les comparaisons de distribution des 
survies entre différents groupes de patientes ont été réalisées par le test du log-rank bilatéral.  
Pour tous les tests statistiques utilisés dans ce travail, une valeur bilatérale de p ≤ 0,05 a été 
considérée comme significative. 
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M      N      1       2         3        4       5       6       7        8       9      10      P 
407 pb 
III.3. Résultats 
III.3.1. Contrôle de la qualité d’ADN après extraction 
Notre première préoccupation dans ce travail était de vérifier la qualité de l’ADN obtenu 
après l’extraction. Ceci a été réalisé grâce à une réaction PCR visant l’amplification d’une 
séquence de 407 pb située dans le gène de la β-globine. Tous les cas ont montré une 
amplification de ce gène témoignant de la présence d’ADN de bonne qualité pouvant servir à 
notre étude (Figure III-1). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure III-1: Exemples représentatifs de l’amplification d’une séquence de 407 pb du 
gène de la β–globine par PCR dans les cas de carcinome canalaire infiltrant.  
La piste M indique le marqueur de poids moléculaire (échelle d’ADN à 100 pb). Les pistes 1 à 10 
correspondent à des cas de cancer du sein β-globine positifs, la piste P correspond au témoin positif 
pour le gène de la β-globine et la piste N correspond au témoin négatif de la réaction PCR (contenant 
de l’eau distillée au lieu de l’ADN). 
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III.3.2. Détection du virus SV40 par PCR 
La recherche du virus SV40 dans les échantillons mammaires tumoraux et normaux a été 
réalisée par trois techniques PCR visant l’amplification de trois régions différentes du génome 
du viral. 
En premier lieu, nous avons testé la présence du virus SV40 par le couple d’amorces 
SVTAGP1/SVTAP3 qui permet d’amplifier une séquence d’ADN de 126 pb située au niveau 
de la région précoce du génome viral du SV40 qui code pour l’antigène grand T du virus. En 
utilisant cette technique, nous avons détecté une positivité dans 24 (22%) parmi les 109 cas de 
cancer du sein (Figure III-2a). En revanche, aucun échantillon mammaire normal n’a montré 
de positivité. 
La spécificité de l'amplification obtenue dans cette technique a été confirmée dans tous les cas 
par Southern blot en utilisant une sonde oligonucléotidique interne spécifique (Figure III-
2b). D’autre part, nous n’avons noté aucun cas positif supplémentaire suite à l’analyse par 
Southern blot. 
Afin de confirmer la présence du virus SV40 dans nos échantillons mammaires, nous avons 
également utilisé deux techniques PCR supplémentaires visant l’amplification d’une séquence 
d’ADN de 292 pb localisée au niveau de la région codant pour la protéine de la capside VP1 
et d’une séquence d’ADN de 242 pb localisée dans la région régulatrice de la transcription du 
virus utilisant respectivement les couples d’amorces LA1/LA2 et RA1/RA2 (Figure III-3). 
Ces deux techniques nous ont permis de confirmer la présence du virus SV40 dans les 24 cas 
de carcinomes canalaires infiltrants déjà positifs pour la présence de la région codant 
l’antigène grand T.  
L’utilisation d’une technique PCR qui amplifie une séquence de 241 pb, au niveau de 
l’origine de réplication du plasmide pSVSph21-N a permis d’éliminer toute éventuelle 
contamination de nos extraits d’ADN par le plasmide contenant le génome du virus SV40 
utilisé comme témoin positif dans notre étude (Figure III-4).  
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M      N       P    B56  B63  B35  B74  B108  B27  B47  B23  B87  B100  B67   M 
126 pb 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure III-2: Exemples représentatifs de la détection de la région précoce du génome du virus 
SV40 par PCR dans les cas de carcinomes canalaires infiltrants.  
Panel a : Electrophorèse, sur gel d’agarose à 2% coloré par le bromure d’éthidium, des produits 
d’amplification obtenus par PCR en utilisant le couple d’amorces SVTAGP1/SVTAG3 qui permet 
d’amplifier une séquence de 126 paires de base (pb) dans la région précoce du virus SV40. Panel b : 
un blot représentant l’hybridation des produits amplifiés par une sonde interne (SVTAG2) spécifique.  
Les pistes B35, B74, B23 et B100 représentent des cas de cancer du sein SV40-positifs. Les pistes 
B56, B63, B108, B27, B47, B87 et B67 représentent des cas de cancer du sein SV40-négatifs. Les 
pistes M indiquent le marqueur de poids moléculaire (échelle d’ADN à 100 pb), la piste P correspond 
au contrôle positif (plasmide pSVSph21-N contenant le génome du virus SV40) et la piste N 
correspond au contrôle négatif (eau). 
a 
b 
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M       N       P    B12   B43   B81  B39  B15  B72  B50  B106  B83  B107  B52     M 
M       N      P      B1    B35    B9   B53   B54  B23  B51   B18   B68   B89   B77    M 
294 pb 
242 pb 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure III-3: Exemples représentatifs de la détection de la région codant pour la protéine 
VP1 de la capside et de la région régulatrice de la transcription du virus SV40 par PCR dans 
les cas de carcinomes canalaires infiltrants.  
Panel a : Electrophorèse sur gel d’agarose à 2% coloré par le bromure d’éthidium pour la 
détection du virus SV40 utilisant le couple d’amorces LA1/LA2 qui permet d’amplifier une 
séquence de 294 pb du gène codant pour la protéine de la capside VP1. Les pistes B81, B39, B15 
et B107 représentent des cas de cancer du sein SV40-positifs ; Les pistes B12, B43, B72, B50, 
B106, B83 et B52 représentent des cas de cancer du sein SV40-négatifs. 
Panel b : Elécrophorèse sur gel d’agarose à 2% coloré par le bromure d’éthidium pour la détection 
du virus SV40 utilisant le couple d’amorces RA1/RA2 qui permet d’amplifier une séquence de 
242 pb de la région régulatrice de la transcription. Les pistes B35, B23, B51et B89 représentent 
des cas de cancer du sein SV40-positifs ; Les pistes B1, B9, B53, B54, B18, B68 et B77 
représentent des cas de cancer du sein SV40-négatifs. 
Les pistes M indiquent le marqueur de poids moléculaire (échelle d’ADN à 100 pb), les pistes P 
correspondent au contrôle positif (plasmide pSVSph21-N contenant le génome du virus SV40) et 
les pistes N correspondent au contrôle négatif (eau). 
a 
b 
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M      N      P    B89  B27  B81  B39  B15   B74  B51 B100 B52  B107  B66  M 
241 pb 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
III.3.3. Expression des oncoprotéines t/Tag du virus SV40  
L’analyse de l’expression des oncoprotéines t/T du virus SV40 a été réalisée par 
immunohistochimie en utilisant l’anticorps Pab108. Cette analyse a montré que ces 
oncoprotéines sont détectables dans les cellules tumorales des 24 cas de cancer du sein SV40-
positifs par PCR. Le marquage a concerné les noyaux des cellules tumorales (correspondant à 
l’oncoprotéine Tag). Quelques cas ont de plus montré un marquage faible au niveau du 
cytoplasme (correspondant à l’oncoprotéine tag) (Figure III-5). Par ailleurs, outre le 
marquage observé dans les cellules tumorales, un marquage a été aussi observé dans de rares 
lymphocytes du stroma tumoral et dans quelques cellules épithéliales non tumorales. Notons 
que le nombre des cellules positives aussi bien que l’intensité du marquage étaient variables 
d’un cas à un autre.  
Figure III-4: Gel représentatif de la recherche d’une contamination des extraits d’ADN des 
tumeurs mammaires par le témoin positif.  
Gel d’agarose à 2% coloré par le bromure d’éthidium pour la détection d’une séquence de 241 pb 
appartenant au plasmide pSVSph21-N utilisé comme témoin positif pour la détection du virus 
SV40 par PCR. Les pistes B89, B27, B81, B39, B15, B74, B51, B100, B52, B107 et B66 
correspondent à des cas de cancer du sein montrant l’absence d’une positivité, témoignant de 
l’absence d’une contamination des échantillons mammaires étudiés par le plasmide. La piste M 
indique le marqueur de poids moléculaire (échelle d’ADN à 50 pb), la piste P correspond au 
contrôle positif (plasmide pSVSph21-N) et la piste N correspond au contrôle négatif (eau). 
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Figure III-5: Exemples de détection des oncoprotéines t/Tag du virus SV40 par 
immunohistochimie en utilisant l’anticorps Pab 108 sur coupes tissulaires déparaffinées. 
a, b et c, d : Deux cas de cancer du sein montrant un marquage diffus témoignant de la présence du 
virus SV40. 
e, f : Cas de cancer du sein SV40 négatif, g, h : Témoin positif (TRAMP). 
a, c, e, g : grossissement x200. b, d, f, h : grossissement x400. 
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III.3.4. Caractéristiques clinico-pathologiques des cas de cancer du sein associés au virus 
SV40 
L’étude de la répartition des cas de cancer du sein SV40+ et des cas SV40- en fonction des 
paramètres clinico-pathologiques est résumée dans le Tableau III-1.  
Une corrélation significative a été trouvée entre la présence du virus SV40 et l’âge des 
patientes (p=0,006). En effet, les tumeurs SV40 positives sont plus fréquentes chez les 
patientes de plus de 50 ans en les comparant aux jeunes patientes (34,7% versus 12,7%; 
p=0,006). Dans le même contexte une corrélation significative a été notée entre la présence de 
ce virus et l’année de naissance des patientes (p=0,004), indiquant que la majorité de ces 
femmes sont nées avant 1955. 
En plus, une corrélation significative a été retrouvée entre la présence du virus SV40 et 
l’accumulation de la protéine p53 (32,7% versus 13,3%; p=0,015), ainsi qu’une corrélation 
inverse avec la surexpression de l’oncoprotéine HER2 (3,7% versus 28%; p=0,008). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Chapitre III 
 
90 
 
 
Tableau III-1 : Analyse comparative des caractéristiques clinico-pathologiques entre les cas 
de cancer du sein SV40-positifs et les cas SV40-négatifs. 
 
a les valeurs de P sont calculées par le test chi-2 ou le test exact de Fisher et sont considérés statistiquement 
significatives lorsque P ≤ 0,05; les valeurs en gras indique les corrélations significatives. 
 
 
Variables Nombre de cas testés 
Nombre des cas 
SV40-négatifs 
Nombre des cas 
SV40-positifs Valeur de P 
a 
Total 109 85  24   
Age (ans)    0,006 
≤ 50 63 55 8   
> 50 46 30  16   
Date de naissance    0,004 
< 1955 54 35 19  
1955-1963 34 32 2  
> 1963 21 18 3  
Grade histopronostique    0,775 
Grade I 24 20  4   
Grade II 41 32  9   
Grade III 44 33  11   
Taille tumorale (mm)    0,481 
≤ 20 24 17  7   
> 20 85 68  17   
Métastases ganglionnaires    0,163 
- 69 52  17   
+ 20 18  2   
Récepteurs à l’œstrogène     0,442 
- 62 50  12   
+ 47 35  12   
Récepteurs à la progestérone     0,833 
- 57 44  13   
+ 52 41  11   
HER2    0,008 
Absence de surexpression 82 60  23   
Présence de surexpression 27 25  1   
p53     0,015 
Absence d’accumulation 60 50  8   
Présence d’accumulation 49 35  16   
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III.3.5. Valeur pronostic de la détection du SV40  
Dans notre série, le statut du virus SV40 n’influence pas le pronostic. En effet, la 
différence statistique de la survie globale (Figure III-6a) et la survie sans rechute (Figure 
III-6b) des patientes n’est pas significative entre le groupe SV40+ et le groupe SV40- 
(p=0,293 et p=0,283 respectivement).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
III.4. Discussion 
Figure III-6: Courbes de survie globale (a) et de survie sans rechute (b) des patients atteints de 
cancer du sein en Tunisie en fonction du statut du virus SV40 dans les tumeurs.  
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Dans ce chapitre nous avons évalué la prévalence du virus SV40 dans une large série de cas 
de cancer du sein, tous de type histologique carcinome canalaire infiltrant. Dans ces cas, nous 
avons démontré pour la première fois la présence du virus SV40 par PCR dans 22% des cas 
de cancer du sein. Par la suite, nous avons confirmé la présence de ce virus par une analyse 
immunohistochimique de l’expression des oncoprotéines t/T du virus SV40 dans tous les cas 
positifs par PCR (Hachana et al., 2009 ; Annexe 1). 
Dans ce travail, nous avons suivi toutes les précautions nécessaires afin d’éviter tout risque de 
contamination et cela a été confirmé par l’introduction simultanée de contrôles positifs et des 
négatifs dans chaque série de réactions de PCR. En plus de l’utilisation de salles et de réactifs 
distincts entre l’extraction de l’ADN et les différentes techniques de PCR, toutes les réactions 
de PCR ont été répétées trois fois pour confirmer la reproductibilité des résultats retrouvés 
pour chaque cas.  
L’analyse par PCR a concerné trois régions différentes du génome du virus SV40 utilisant 
trois couples d’amorces spécifiques SVTAGP1/3, RA1/2, et LA1/2. Ces différentes 
techniques ont permis d’avoir des résultats identiques confirmant que les séquences 
retrouvées ne peuvent qu’appartenir au virus SV40 dans les différents cas analysés. 
De ce fait notre étude se distingue de plusieurs études concernant d’autres types de cancer par 
l’exploration de séquences d’ADN du génome viral situées en dehors de la région précoce 
codant pour l’antigène grand T. 
En plus, pour exclure une éventuelle contamination de nos échantillons par le plasmide 
contenant le génome du virus SV40, tous les cas de cancer du sein SV40 positifs ont été testés 
par une technique de PCR visant l’amplification d’une séquence appartenant à l’origine de 
réplication de ce plasmide. Les résultats de cette technique révèlent la négativité de tous les 
échantillons testés, confirmant ainsi l’authenticité des séquences virales détectées dans nos 
cas de cancer du sein. 
A toutes ces vérifications s’ajoute le fait que tous les résultats de la PCR ont été entièrement 
confirmés par immunohistochimie analysant l’expression des oncoprotéines virales t/Tag. 
Notre étude est la première ayant comme but principal l’analyse de la présence du virus SV40 
dans une large série de cas de cancer du sein. Nos résultats indiquent que le cancer du sein est 
un nouveau type de tumeur humaine montrant la présence du virus SV40. En effet, plusieurs 
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études ont rapporté la présence du virus SV40 dans plusieurs types de proliférations malignes 
telles que les tumeurs du système nerveux central, les tumeurs des os, et les lymphomes non 
Hodgkiniens (Barbanti-Brodano et al., 1998 ; Butel et al., 1999 ; Jasani et al., 2001 ; Amara 
et al., 2007).  
Deux études antérieurs, une américaine et une autre australienne, évaluant la présence du 
virus SV40 dans des cas de lymphomes ont inclus un faible nombre de cas de cancer du sein 
en tant que témoin négatif (28 cas et 9 cas, respectivement). Ces études ont indiqué l’absence 
de ce virus dans ces cas de cancer du sein, mais aucune indication sur les données cliniques et 
pathologiques de ces cas n’a été donnée (Vilchez et al., 2002 ; Sui et al., 2005). 
Il est intéressant de noter que les Etats-Unis d’Amérique et l’Australie appartiennent à une 
zone de forte incidence du cancer du sein (101 et 83 pour 100000 femmes, respectivement 
(Ferlay et al., 2004) (et probablement à une zone de faible prévalence du virus SV40 dans le 
cancer du sein). Cette forte incidence de cancer du sein dans ces pays est forçement en 
relation avec la présence d'autres facteurs de risque tels que le mode de vie, les habitudes 
alimentaires et les expositions environnementales. Par ailleurs, il faut signaler que la Tunisie 
appartient à une zone de faible incidence du cancer du sein (20 pour 100000 femmes/an), et 
par conséquent, une différence dans la fréquence de détection du virus SV40 entre les pays 
pourrait refléter des différences géographiques de l'incidence des cancers du sein associés au 
virus SV40 plutôt que des différences dans les techniques utilisées. D’autres études 
intéressant un nombre important de tumeurs mammaires sont nécessaires pour évaluer la 
prévalence réelle de cancer du sein associés au virus SV40 dans ces pays.  
La source principale la plus connue pour l’exposition humaine au virus SV40 semble être la 
contamination de nombreux lots de vaccins antipoliomyélitiques par le virus SV40 au cours 
de la période située entre 1955 et 1963, (Butel et Lednicky, 1999 ; Butel, 2000 ; Stratton et 
al., 2003 ; Vanchiere et al., 2005 ; Shah, 2007). En effet, Durant cette période un grand 
nombre de personnes à travers le monde ont été accidentellement contaminées par ce virus. 
Cependant, il n’a jamais été clairement établit, si cette transmission avait eu lieu avant 
l’utilisation des vaccins antipoliomyélitiques contaminés ou si elle résulte de son utilisation 
(Shah, 1976 ; De Rienzo et al., 2002 ; Gazdar et al., 2002 ; Vilchez et al., 2004 ; Engels, 
2005 ; Shah, 2007). 
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Dans ce présent travail nous avons trouvé que la plupart des tumeurs mammaires SV40 
positives concernent des patientes nées avant 1955. Cela indique que ce virus etait bien 
présent dans la population humaine avant la production et l’administration des vaccins 
contaminés par le virus SV40. En effet, les campagnes de vaccination antipoliomyélite ont été 
lancées en Tunisie au début des années 1960, mais nous ne savons pas si les lots de vaccins 
antipoliomyélites utilisés etaient contaminés par ce virus. 
Nos résultats supportent l’hypothèse que la présence du virus SV40 dans la population 
générale est endémique et que ce virus peut être transmis d’une manière horizontale ou bien 
transversale entre les humains. La transmission de ce virus peut se faire aussi par des voies 
autres que le vaccin antipolyomélite contaminé par le SV40 (Butel et Lednicky, 1999). En 
effet, aucune étude n’a confirmé de manière significative si le virus SV40 que l’on trouve 
dans la population humaine provient d’un vaccin antipoliomyélitique contaminé ou d’une 
autre source de transmission (Engels et al., 2003a ; Engels et al., 2003b ; Engels et al., 2005). 
Par ailleurs une ancienne étude a rapporté la présence du virus SV40 dans une culture 
cellulaire (HBL-100) réalisée à partir du lait d’une femme saine qui ne présente aucun signe 
d’une prolifération maligne du sein (Caron de Fromental et al., 1985). Ces observations sont 
en faveur du faite que ce virus peut avoir comme cible le sein et supporte l’hypothèse que le 
virus SV40 peut être transmis entre les humains par l’allaitement maternel. 
La détection des séquences d'ADN du virus SV40 par PCR dans les cas de cancer du sein 
n'est pas nécessairement signe d’un rôle causal de ce virus dans le développement de ce 
cancer. Toutefois, la détection de l’expression des oncoprotéines virales t/Tag dans les 
cellules tumorales suggère que ce virus n'est pas un virus passager. En effet, le pouvoir 
oncogénique et transformant du virus SV40 dépend  essentiellement de l’expression de 
l’oncoprotéine Tag qui interagit avec deux protéines suppresseurs de tumeurs de la cellule 
(p53 et pRb) induisant l’inactivation de leurs fonctions. 
Dans notre présent travail, nous avons mis évidence une corrélation statistiquement  
significative entre la présence du virus SV40 et l’accumulation de p53 (p=0,05). Ce résultat  
supporte le rôle du virus SV40 dans l’inactivation de p53 dans le cancer du sein. Ce résultat 
est en accord avec des études antérieures ayant analysées la relation entre la présence du 
SV40 et l’accumulation de p53 dans d’autres cancers : tels que les tumeurs du cerveau, des 
lymphomes et des mésothéliomes (Carbone et al., 1997a ; Zhen et al., 1999 ; Amara et al., 
2007).  
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Nous avons aussi noté que la présence du SV40 est inversement corrélée à la surexpression de 
l’oncoproteine HER2 (p=0,008). HER2 est un proto-oncogène qui est surexprimé dans 20 à 
50% des cas de cancer du sein (Slamon et al., 2004). La surexpression de HER2 joue un rôle 
important dans le développement du cancer du sein ainsi que dans la propagation des 
métastases. Il représente aussi une nouvelle cible thérapeutique (Yu et Hung, 2000). De plus, 
une étude récente a montré que l’antigène grand T du virus SV40 peut inhiber l’expression de 
HER2 dans les lignées cellulaires établies à partir de cancer du sein humain (Chuang et al., 
2002). 
Il est intéressant de noter que, dans notre série le virus SV40 a également été détecté dans des 
cellules épithéliales normales ainsi que des cellules lymphoïdes à proximité de la tumeur. Des 
observations similaires ont été signalés dans les études analysant des adénomes pléomorphes 
des glandes salivaires et les tumeurs de la thyroïde (Martinelli et al., 2002 ; Vivaldi et al., 
2003). Il est possible que l'infection virale puisse progresser à partir des cellules transformées 
vers des cellules normales entourant la tumeur. Il est également possible que les cellules 
transformées du sein représentent un environnement favorable pour le virus SV40, tandis que 
les tissus normaux ne permettent pas facilement la multiplication de ce virus. Cependant, la 
détection de l’expression de l’oncoproteine Tag suggère que le virus SV40 n'est pas un virus 
passager. En fait, avec son oncoprotéine Tag, le virus SV40 peut exercer son potentiel 
transformant sur les cellules mammaires. En outre, la présence d’une corrélation significative 
entre la présence du virus SV40 et l'accumulation de P53 permet de dire que ce virus pourrait 
avoir un rôle important dans la pathogenèse mammaire. 
 
 
 
 
 
 
 
Chapitre III 
 
96 
 
En conclusion, le travail présenté dans ce chapitre constitue la première étude qui 
s’intéresse à la recherche du virus SV40 dans le cancer du sein et qui définit le profil clinico-
pathologique des cancers du sein associés à ce virus.  
Nous avons recherché le virus SV40 en visant l’amplification par PCR de trois régions 
différentes du génome viral dans une série de 109 cas de carcinomes canalaires infiltrants du 
sein. Nous avons mis en évidence pour la première fois des séquences d’ADN situées au 
niveau de trois régions différentes du génome virale (la région codante pour l’antigène grand 
T, la région codante pour la protéine VP1de la capside et la région régulatrice) dans 22% 
des cas de cancer du sein. Par ailleurs, nous avons démontré l’expression des oncoprotéines 
virales, l’antigène grand T et l’antigène petit t du virus SV40, par immunohistochimie dans 
les cellules tumorales dans tous les cas positifs par PCR, témoignant que ce virus est capable 
de s’exprimer dans les cellules tumorales.  
En tenant compte des données clinicopathologiques, nous avons noté une corrélation 
statistiquement significative entre la présence du virus SV40 et l’accumulation de la protéine 
p53 (p=0,015). De plus, nous avons noté que la présence du virus SV40 est inversement 
corrélée à la surexpression de l’oncoprotéine HER2 (p=0,008). D’un autre côté, l’analyse 
des données de survie selon le statut du virus SV40 n’a permis d’identifié aucune différence 
entre la survie des patientes ayant un cancer du sein SV40-négatif comparativement aux 
patientes ayant une tumeur SV40-positive.  
Les résultats de ce chapitre indiquent que le virus SV40 est présent dans 22% des cas de 
carcinome canalaire du sein, s’exprime dans les cellules tumorales et interfère avec 
l’accumulation de la protéine p53 qui est impliquée dans l’apoptose et la régulation du cycle 
cellulaire. De plus, les carcinomes mammaires associés à ce virus semblent appartenir à un 
groupe particulier de cancers n’exprimant pas HER2 et survenant chez des femmes âgées de 
plus de 50 ans. 
 
 
  
 
 
Chapitre IV 
Corrélation entre la présence du virus SV40 
dans le cancer du sein et l’hyperméthylation des 
promoteurs des gènes suppresseurs de tumeurs 
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IV.1. Introduction  
Dans le chapitre III, nous avons démontré pour la première fois la présence du virus 
SV40 dans le cancer du sein avec une prévalence de 22%. Cependant, la simple détection de 
ce virus ne permet pas de l’impliquer dans la pathogénie du cancer du sein. En effet, les 
mécanismes moléculaires par lesquels le virus SV40 contribue vraisemblablement au 
développement des cancers humains ne sont pas encore bien élucidés. Plusieurs observations 
ont indiqué que le pouvoir oncogénique du virus serait dû en partie à son oncoprotéine grand 
T en raison de sa capacité à transformer in vitro des cellules humaines normales en cellules 
cancéreuses et ceci à travers l’inactivation des produits des gènes suppresseurs de tumeurs 
notamment P53 et RB (Butel et Lednicky, 1999 ; White et Khalili, 2004). D’ailleurs, les 
résultats décrits dans le chapitre précédant  retrouvent une corrélation statistiquement 
significative entre la présence du virus SV40 et l’accumulation de la protéine P53.  
D’autre part, il a été rapporté, récemment, que la présence du virus SV40 dans les 
mésothéliomes humains était associée à l’hyperméthylation aberrante de la région promotrice 
de certains gènes suppresseurs de tumeurs (Toyooka et al., 2001 ; Toyooka et al., 2002), 
suggérant que le virus SV40 pourrait jouer un rôle dans l’induction de l’hyperméthylation 
dans ce type de cancer.  
Actuellement, il semble de plus en plus clair que l’hyperméthylation aberrante de 
l’ADN joue un rôle primordial dans le processus de la cancérogenèse (Baylin et al., 1998; 
Herman, 1999; Esteller, 2003a). Dans les cancers, l’hyperméthylation des régions promotrices 
des gènes est l’altération épigénétique la plus souvent décrite ; elle est retrouvée dans presque 
tous les types de néoplasies et associée à l’inactivation transcriptionnelle de certains gènes, en 
particulier les gènes suppresseurs de tumeurs conférant ainsi un avantage aux cellules 
néoplasiques (Momparler et Bovenzi., 2000 ; Das et Singal, 2004 ; Esteller et al., 2001 ; 
Esteller et Herman, 2002 ; Herman et Baylin 2003 ; Jones, 1996 ; Jones et Larid 1999 ; Jones 
et Baylin, 2002).  
Les objectifs de cette partie du travail sont d’analyser le statut de méthylation de la région 
promotrice de 15 gènes suppresseurs de tumeurs par technique de PCR spécifique à la 
méthylation (MSP), et ceci afin de préciser le profil de méthylation dans le cancer du sein 
chez la femme en Tunisie et de déterminer la relation entre la présence du virus SV40 dans ce 
cancer et le statut de méthylation des gènes analysés afin de mieux caractériser la signification 
biologique de la présence de ce virus dans le cancer du sein.  
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IV.2. Méthodologie 
IV.2.1. Population d’étude 
Cette partie du travail a concerné  les 109 cas de cancer du sein qui ont déjà fait l’objet 
d’étude dans le chapitre III  pour la recherche du virus SV40.  
IV.2.2. Traitement de l’ADN génomique au bisulfite de sodium 
Le traitement de l’ADN extrait au  bisulfite de sodium a été effectué selon le protocole décrit 
dans le chapitre II consacré aux techniques générales. La réaction de conversion a été réalisée 
en présence d’une solution d’hydroquinone 10 mM et d’une solution de bisulfite de sodium 3 
M à pH 5. Après une incubation pendant 16 heures à 50°C, les sels de bisulfite ont été  
éliminés par purification de l’ADN sur une résine de silice à l’aide du kit Wizard® DNA 
Clean-Up System (Promega, Madison, WI, Etats-Unis) selon les recommandations du 
fabricant.  
IV.2.3. Contrôle de la qualité de l’ADN après traitement au bisulfite de sodium 
Le contrôle de la qualité de l’ADN obtenu après ce traitement a été effectué selon le protocole 
décrit dans le chapitre II en utilisant une réaction de PCR visant l’amplification d’une 
séquence de 133 pb appartenant au gène de la β-actine. Il s’agit d’une séquence d’ADN non 
méthylée, donc la réaction devrait être forcement positive si l’ADN obtenu après conversion 
par le bisulfite est de bonne qualité. Ainsi, les amorces utilisées sont destinées à s’hybrider 
spécifiquement à l’ADN matrice au niveau de régions riches en cytosines non méthylées 
transformées en uraciles après le traitement au bisulfite de sodium. Un résultat positif 
témoigne de la bonne qualité de l’ADN et de la réussite de la réaction de conversion par le 
bisulfite de sodium. 
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IV.2.4. Amplification de l’ADN par PCR spécifique de la méthylation (MSP) 
L’analyse du statut de méthylation des promoteurs des gènes RASSF1A, SHP1, HIN1, 
BRCA1, P16,  ER, CDH1, APC, BLU, DAPK, RARβ2, GSTP1, TIMP3, CCND2 et hMLH1 a 
été effectuée par MSP selon le protocole décrit dans le chapitre II. 
Pour chaque série d’amplification, de l’ADN provenant de lymphocytes circulants prélevés 
chez des donneurs sains a été utilisé comme contrôle positif pour l’amplification des brins non 
méthylés. De l’ADN artificiellement méthylé (CpG universal methylated DNA ; Q-biogene, 
CA, USA) a été utilisé comme contrôle positif pour l’amplification des brins méthylés. 
Également, un contrôle négatif qui contient de l’eau distillée au lieu de l’ADN a été inclus 
afin de s’assurer de l’absence de contamination. 
IV.2.5. Analyse statistique  
Les tests Chi-carré et exact de Fisher ont été utilisés pour l’étude de l’association entre 
l’hyperméthylation des gènes suppresseurs de tumeurs et le statut du virus SV40 dans le 
cancer du sein. 
Le test non paramétrique de Mann-Whitney a été utilisé pour comparer la distribution ainsi 
que les moyennes des index de méthylation entre les cas de cancer du sein SV40+ et SV40- et 
ceci afin d’évaluer l’impact de la présence du virus SV40 sur la méthylation globale. L’index 
de méthylation consiste à diviser, pour chaque cas, le nombre de gènes méthylés par le 
nombre total de gènes analysés. 
Pour tous les tests statistiques utilisés dans ce chapitre, une valeur bilatérale de p inférieure à 
0,05 a été considérée comme significative. 
Chapitre IV 
 
100 
 
IV.3. Résultats 
IV.3.1. Contrôle de la qualité d’ADN après traitement par le bisulfite  
Afin d’apprécier la qualité d’ADN obtenu après traitement par le bisulfite de sodium, nous 
avons réalisé une réaction PCR visant la détection d’une séquence de 133 pb appartenant au 
gène de la β-actine. Il s’agit d’un gène qui ne peut être méthylé donc la réaction doit être 
forcement positive si l’ADN obtenu après conversion par le bisulfite est de bonne qualité. 
Cette réaction a été positive dans la totalité des cas témoignant de la présence d’ADN 
transformé  de bonne qualité  pouvant servir à notre étude (Figure IV-1). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure IV-1: Exemple représentatif d’électrophorèse sur gel d’agarose à 2% des 
produits d’amplification par PCR visant la détection d’un fragment d’ADN de 133 
pb appartenant au gène de la -actine après traitement de l’ADN par le bisulfite de 
sodium. La piste M correspond au marqueur de poids moléculaire (échelle d’ADN à 50 
pb) ; la piste N correspond au contrôle négatif (sans ADN matrice); la piste P correspond 
au témoin positif de la -actine ; les pistes 1 à 15 correspondent à des cas de carcinomes 
canalaires infiltrants analysés. 
M     N      P     1      2      3      4      5      6      7     8       9     10    11    12    13    14    15    
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V.3.2. Profil de méthylation de l’ADN  
Dans ce chapitre, nous avons analysé l’état de méthylation des promoteurs de 15 gènes 
suppresseurs de tumeurs par la méthode MSP. La fréquence de méthylation des gènes étudiés 
varie entre 8 et 76%. Le Tableau IV-1 résume le pourcentage des cas méthylés pour chaque 
gène analysé. 
D’autre part, nous avons constaté que dans notre série le nombre de gènes méthylés était 
variable d’un cas à un autre. En effet, tous les cas de cancer du sein analysés avaient au moins 
un gène méthylé, et une méthylation simultanée de multiples gènes (3 gènes ou plus) a été 
observée dans 90% des cas. La Figure IV-2 expose la répartition de la fréquence des cas de 
cancer du sein méthylés en fonction du nombre de gènes méthylés.  
 
Tableau IV-1: Récapitulatif des résultats de la fréquence de méthylation des gènes étudiés 
par PCR spécifique à la méthylation dans ce travail. 
 
Gènes Nombre de cas méthylés 
Pourcentage de 
méthylation   
RASSFA1 83 76 
SHP1 72 66 
HIN1 67 61 
BRCA1 66 60 
P16 51 47 
ER 51 47 
CDH1 46 42 
APC 46 42 
BLU 44 40 
DAPK 38 35 
RARβ2 38 35 
GSTP1 30 27 
TIMP3 19 17 
CCND2 15 14 
hMLH1 9 8 
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Figure IV-2 : Histogramme représentant la répartition des cas de carcinomes canalaires 
infiltrants méthylés en fonction du nombre de gènes méthylés. 
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Figure IV-3 : Exemples représentatifs d’électrophorèses sur gels d’agarose à 2% montrant les produits 
d’amplification par PCR spécifique à la méthylation des allèles méthylés (M) et non méthylés (NM) des gènes 
RASSF1A, SHP1, HIN1, BRCA1, P16,  ER, CDH1, APC, BLU, DAPK, RARβ2, GSTP1, TIMP3, CCND2 et 
hMLH1 dans les cas de cancer du sein SV40-positifs et SV40-négatifs. Les pistes M correspondent au marqueur 
de poids moléculaire (échelle d’ADN à 50 pb); les pistes N correspondent aux témoins négatifs (sans ADN 
matrice); les pistes P correspondent aux témoins positifs. 
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IV.3.3. Relation entre l’hyperméthylation des gènes suppresseurs de tumeurs et la 
présence du virus SV40 
L’analyse du statut de méthylation de chacun des 15 gènes étudiés en fonction du statut 
du virus SV40 nous a permis de montrer que la fréquence de méthylation des gènes 
RASSF1A, SHP1, BRCA1, et TIMP3 est significativement élevée dans le groupe de cas de 
cancer du sein SV40+ comparativement au groupe de cas SV40- (p=0,034 ; p=0,043 ; 
p=0,035 et p=0,003 respectivement) (Figure V-4a). De plus, nous avons constaté que la 
moyenne des index de méthylation (MI) dans le groupe des cas  de cancer du sein SV40+ est 
significativement supérieure à celle du groupe des cas de cancer du sein SV40- (0,55 ± 0,025 
versus 0,37 ± 0,021; p=0,009) (Figure V-4b). 
Figure IV-4: Histogramme représentant les fréquences d’hyperméthylation des 15 gènes analysés et de 
l’index de méthylation dans les cas de cancer du sein SV40-positifs (n = 24 ; barres pleines) et les cas SV40-
négatifs (n = 85 ; barres vides). (a) La fréquence de méthylation des gènes RASSF1A, SHP1, BRCA1 et TIMP3 est 
significativement plus élevée dans les cas de cancer du sein SV40-positifs comparativement a ceux SV40-négatifs. 
(b) La moyenne des index de méthylation calculés dans les cas de cancer du sein SV40-positifs est 
significativement supérieure à celle dans les cas SV40-négatifs. * p < 0,05 ; ** p < 0,01. 
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IV.4. Discussion 
Il est actuellement admis que la perte de fonction d’un gène peut être induite suite à des 
modifications épigénétiques dont le mécanisme d’hyperméthylation des promoteurs de ces 
gènes (Herman et al., 1996 ; Esteller et Harman, 2002). En effet, plusieurs études ont 
démontré que dans divers types de cancers, l’hyperméthylation des îlots CpG de certains 
gènes suppresseurs de tumeurs est responsable de la perte d’expression de ces gènes (Baylin 
et al., 1998 ; Herman, 1999 ; Esteller et Herman, 2002 ; Esteller, 2003a). Des études récentes 
exposant l’implication du virus SV40 dans les mésothéliomes ont rapporté une corrélation 
significative entre la présence du génome du virus SV40 et l’hyperméthylation aberrante de la 
région promotrice de certains gènes suppresseurs de tumeurs (Toyooka et al., 2001 ; Toyooka 
et al., 2002 ; Suzuki et al., 2005), suggérant que le virus SV40 pourrait avoir un rôle dans 
l’hyperméthylation et l’induction de ce type de cancer. Dans notre laboratoire, nous avons 
récemment démontré une association significative entre la présence du virus SV40 et 
l’hyperméthylation de gènes suppresseurs de tumeurs dans les lymphomes B à grandes 
cellules (Amara et al., 2007). 
Dans le chapitre III nous avons démontré la présence du virus SV40 dans 22% des cas de 
cancer du sein de la femme en Tunisie. Dans le présent chapitre, une analyse du  statut de 
méthylation de la région promotrice des gènes RASSF1A, SHP1, HIN1, BRCA1, P16, ER, 
CDH1, APC, BLU, DAPK, RARβ2, GSTP1, TIMP3, CCND2 et hMLH1 a été réalisée et ceci 
par la technique de PCR spécifique à la méthylation. Nous avons alors étudié la relation entre 
la présence du virus SV40 dans ce cancer et le statut de méthylation des gènes analysés afin 
de mieux caractériser la signification biologique de la présence de ce virus dans le cancer du 
sein (Hachana et al., 2008 ; Annexe 1). 
Tous les gènes étudiés dans ce chapitre sont des anti-oncogènes ou gènes suppresseurs de 
tumeurs. Ces gènes inhibent à l’état normal la croissance incontrôlée et la transformation 
maligne. Certains événements moléculaires tels que la méthylation conduisent à une 
inactivation de ces gènes et donc à une altération du fonctionnement cellulaire. 
Parmi les gènes suppresseurs de tumeurs analysés, le gène RASSF1A, situé sur le chromosome 
3p21.3, encode une protéine qui présente un domaine de liaison à la protéine Ras (Dammann 
et al., 2000 ; Dammann et al., 2001 ; Burbee et al., 2001 ; Kuzmin et al., 2002). Le gène 
RASSF1A est impliqué dans le processus d’induction apoptotique via Ras ainsi que dans la 
régulation du cycle cellulaire (Vos et al., 2000 ; Shivakumar et al., 2002 ; Song, 2004). Le 
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gène RASSF1A intervient également dans le maintient de l’intégrité cellulaire et la 
progression mitotique à travers son interaction avec les microtubules et CDC20 (Vos et al., 
2003). Il intervient aussi dans l’inhibition de l’accumulation de la protéine cycline D1 et dans 
l’arrêt du cycle cellulaire au niveau de la transition G1/S. Il semble donc que ce gène joue le 
rôle d’un pont entre plusieurs voies de signalisation cellulaires critiques (Vos et al., 2003 ; 
Fenton, 2004). La perte d’expression de RASSF1A est un événement fréquent dans les 
cancers humains (Dammann et al., 2000 ; Agathanggelou et al., 2001 ; Dammann et al., 
2001 ; Harada, 2002). De plus, il a été démontré que la réexpression du gène RASSF1A dans 
les lignées cellulaires humaines diminue significativement la progression tumorale 
(Dammann et al., 2000 ; Kuzmin et al., 2002 ; Tommasi et al., 2005). L’hyperméthylation du 
promoteur du gène RASSF1A a été fréquemment retrouvée dans les mésothéliomes, dans les 
cancers de l’estomac, de la prostate, de l’ovaire, du rein, du poumon, de la vésicule biliaire, 
dans les neuroblastomes, les mélanomes, les leucémies et les lymphomes (Dammann et al., 
2000 ; Byun et al., 2001 ; Dammann et al., 2001 ; Li et al., 2001 ; Harada et al., 2002a ; 
Horiguchi et al., 2003 ; Murray et al., 2004 ; Agathanggelou et al., 2005 ; Johan et al., 2005 ; 
Yeo et al., 2005 ; Fischer et al., 2006 ; Inda et Castresana, 2007; Amara et al., 2007 ; Lai et 
al., 2007 ; Merhavi et al., 2007; Yanagawa et al., 2007).  
L’hyperméthylation du gène RASSF1A a été également rapportée dans les cancers du sein 
avec des fréquences, allant de 58 à 86% (Shinozki et al., 2005 ; Feng et al., 2007). Dans notre 
travail, nous avons trouvé une hyperméthylation du promoteur du gène RASSF1A dans 76% 
des cas de cancer du sein analysés. De plus, nous avons constaté une corrélation 
statistiquement significative entre la présence du virus SV40 dans ces cancers du sein et 
l’hyperméthylation du gène RASSF1A suggérant que les agents infectieux et plus précisément 
le virus SV40 constitue l’un des facteurs responsables de l’hyperméthylation de ce gène dans 
le cancer du sein. Une corrélation semblable a été également rapportée dans les 
mésothéliomes (Suzuki et al., 2005 ; Toyooka et al., 2002). 
Le gène hMLH1 est localisé au niveau de la région chromosomique 3p21.3. Ce gène est 
l’analogue humain du gène MLH1 de la levure et qui a un rôle central dans la réparation des 
mésappariement de l’ADN. Le gène hMLH1 a été initialement identifié en raison de son 
implication dans une forme héréditaire du carcinome colorectal où la transmission génétique 
d’une forme mutée de ce gène entraîne une prédisposition au cancer colorectal ainsi qu'à un 
certain nombre de tumeurs, y compris les adénocarcinomes de l'endomètre, de l'estomac et de 
l'ovaire (Lynch, 1993). Dans la majorité des cas de cancers sporadiques colorectaux et de 
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l’endomètre, le gène hMLH1 semble être inactivé par hypermethylation de son promoteur 
(Cunningham et al., 1998 ; Esteller et al., 1998 ; Gurin et al., 1999 ; Kuismanen et al., 2000 ; 
Thibodeau et al., 1996). 
L’hyperméthylation du promoteur du gène hMLH1 a été fréquemment retrouvée dans les 
mésothéliomes malins, dans les cancers de l’estomac, de la prostate, de l’ovaire, du rein, du 
poumon, de la vésicule biliaire, dans les neuroblastomes, les mélanomes, les leucémies et les 
lymphomes (Dammann et al., 2000 ; Byun et al., 2001 ; Dammann et al., 2001 ; Horiguchi et 
al., 2003 ; Hesson et al., 2004 ; Murray et al., 2004 ; Agathanggelou et al., 2005 ; Johan et al., 
2005 ; Fischer et al., 2006 ; Merhavi et al., 2007; Yanagawa et al., 2007). L’hyperméthylation 
du gène hMLH1 a été également décrite dans le cancer du sein avec des fréquences allant de 0 
à 43% (Murata et al., 2005 ; Feng et al., 2007). Dans notre travail, nous avons trouvé une 
faible fréquence d’hyperméthylation du promoteur du gène hMLH1 (8% des cas de cancer du 
sein analysés). Cette faible fréquence indique que ce gène est rarement altéré dans le cancer 
du sein dans la population Tunisienne. Par ailleurs, la méthylation de ce gène ne semble pas 
être influencée par la présence du virus SV40 dans notre série.  
Le gène BLU est localisé au niveau de la région chromosomique 3p21.3. Il existe deux iso-
formes homologues à 94% qui contiennent le domaine MYND (un domaine conservé de 
liaison de l’ADN) (Yi et al., 2006 ; Qiu et al., 2004 ; Liu et al., 2003). L’analyse de la 
méthylation du promoteur du gène BLU dans les lignées cellulaires a été corrélée à une 
diminution de son expression (Agathanggelou et al., 2003). Le gène BLU est localisé au 
niveau d’un locus dont la délétion est une altération génétique fréquente dans plusieurs types 
de cancer (du poumon, du rein, de l’ovaire, du sein…) 
L’hyperméthylation du promoteur du gène BLU a été  détectée dans les cancers du poumon, 
les tumeurs cérébrales, le carcinome du nasopharynx, le cancer du col de l’utérus, le cancer de 
la vésicule biliaire et dans les lymphomes (Liu et al., 2003 ; Hesson et al., 2004 ; Qiu et al., 
2004 ; Ito et al., 2005 ; Lai et al., 2007 ; Marsit et al., 2005 ; Hsu et al., 2007 ; Riquelme et 
al., 2007). Le statut de méthylation du gène BLU dans le cancer du sein a été exploré par une 
seule étude antérieur réalisée au Etats-Unis et rapportant une fréquence de méthylation de ce 
gène de 40% (Agathanggelou et al., 2003). Dans notre travail, nous avons trouvé une 
hyperméthylation du promoteur du gène BLU dans 40% des cas de cancer du sein analysés. 
Aucune étude antérieure n’a exploré la relation entre l’hyperméthylation du gène BLU et la 
présence du virus SV40 dans le cancer du sein  ou autres cancers. Dans notre étude, nous 
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n’avons pas trouvé de corrélation entre l’hyperméthylation du promoteur de ce gène et la 
présence du virus SV40. 
Le gène RARβ2 est localisé au niveau de la région chromosomique 3p24. Ce gène code pour 
des récepteurs nucléaires qui sont responsable de la transmission des signaux rétinoïdes. Des 
évidences croissantes supportent l’hypothèse que le gène RARβ2 est un gène suppresseur de 
tumeurs et que les effets chimio-préventifs des rétinoïdes sont liés à l’induction de RARβ2. La 
perte de RARβ2 a été observée dans les tumeurs solides, comme le cancer du poumon et le 
cancer du sein (Cote et al., 1998 ; Sirchia et al., 2000). Ces résultats suggèrent que la perte de 
l’expression de RARβ2 peut être un événement important dans la tumorogenèse. Cette 
hypothèse est appuyée par l’observation que l’introduction du gène RARβ dans une lignée de 
cancer du sein non sensible aux acides rétinoïques restaure la réponse à ces éléments avec une 
inhibition de la croissance et l’induction de l’apoptose (Sirchia, 2000 ; Widschwendter, 2000; 
Arapshian, 2000). Yang et ses collaborateurs ont également démontré que l’inhibition 
transcriptionelle de la région promotrice de RARβ2 était fortement liée à la méthylation de son 
promoteur, et que ce mécanisme est suffisant pour entraîner une inactivation bi allélique du 
gène RARβ2 (Kao et al., 2002). 
L’hyperméthylation du gène RARβ2 a été rapportée dans le cancer du sein avec une fréquence 
allant de 10 à 69% (Sirchia et al., 2000 ; Fackler et al., 2003 ; Jeronimo et al., 2003 ; 
Shinozaki et al., 2005 ; Feng et al., 2007). Dans notre étude, nous avons détecté une 
hyperméthylation du promoteur du gène RARβ2 dans 35% des cas de cancer du sein analysés. 
Mais, nous n’avons pas trouvé de corrélation entre l’hyperméthylation du promoteur de ce 
gène et la présence du virus SV40.  
Le gène APC est localisé dans la région chromosomique 5q21-22. Il code pour une protéine 
nucléo-cytoplasmique de 300 kDa qui régule les activités de la β-caténine et l’adhérence 
cellulaire E-cadherine dépendante, l’organisation du cytosquelette, l’apoptose et le contrôle 
du cycle cellulaire lors du passage de la phase G1 en phase S (Ikeda et al., 2000 ; Sieber et al., 
2000). L’hyperméthylation du promoteur du gène APC a été décrite dans les cancers de 
l’estomac et du colon (Esteller et al., 2000; Kim et al., 2003), les cancers de la prostate 
(Banno et al., 2006 ; Henrique et al., 2007), les cancers du poumon (Yanagawa et al., 2003 ; 
Maruyama et al., 2004), les cancers du tractus urinaire (Takahashi et al., 2004), les cancers de 
l’œsophage (Kawakami et al., 2000 ; Brock et al., 2003 ; Clément et al., 2006), les cancers de 
l’ovaire (Makarla et al., 2005) et les cancers du rein (Dulaimi et al., 2004).  
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L’hyperméthylation du gène APC a été également rapportée dans 40 à 52% des cancers du 
sein (Virmani et al., 2001 ; Parrella et al., 2004 ; Dulaimi et al., 2004 ; Shinozaki et al., 2005 ; 
Lewis et al., 2005). Dans notre étude, nous avons trouvé une hyperméthylation du promoteur 
de ce gène dans 42% des cas de cancer du sein analysés. Mais, nous n’avons pas trouvé de 
corrélation entre l’hyperméthylation du promoteur de ce gène et la présence du virus SV40 
dans ces cancers du sein (Figure IV-4).  
Le gène du récepteur oestrogènique ERα est localisé dans la région 6q25.1. Ce gène code 
pour  une protéine de 595 aminoacides présentant 3 domaines essentiels : un domaine N 
terminal de modulation représentant le site de liaison du co-activateur ainsi que l’inhibiteur,  
un domaine central ou domaine de liaison à l’ADN et un domaine C terminal qui comporte le 
site de liaison des hormones ainsi qu’un deuxième domaine de modulation. Ce récepteur est le 
modulateur d’un large spectre d’activités biologiques cellulaires au sein de tissus spécifiques, 
son activité est sexe et âge dépendante. Ce récepteur n’interagie qu’avec les œstrogènes. En 
l’absence d’estrogènes, il est séquestré dans le noyau et maintenu dans une conformation 
inactive associé à des protéines du choc thermique (Sheridan et al., 1979 ; Edward et al., 
1980 ; Sheridan et al., 1981 ; Martin et al., 1982). 
L’hyperméthylation du promoteur du gène ERα a été décrite dans les cancers de l’ovaire et de 
l’endomètre (Wiley et al., 2006), les cancers colorectaux (Issa et al., 1994 ; Ahuja et al., 
1998),  les cancers gastriques (House et al., 2003), les cancers de la prostate (Yao et al., 
2006), les leucémies myéloïdes aigues (Agrawel et al., 2007) et les mélanomes (Moriey et al., 
2006).  
L’hyperméthylation du gène ERα a été également rapportée dans une fréquence 40 à 52% des 
cancers du sein (Piva et al., 1990 ; Ottaviano et al., 1994 ; Nass et al., 2000). Dans notre 
travail, nous avons détecté une hyperméthylation du promoteur du gène ERα dans 42% des 
cas de cancer du sein analysés. Mais, nous n’avons pas trouvé de corrélation entre 
l’hyperméthylation du promoteur de ce gène et la présence du virus SV40.  
Le gène P16 est  localisé dans le locus 9p21, il constitue le gène le plus communément altéré 
dans les tumeurs humaines. P16 est aussi connu sous les dénominations suivantes : INK4, 
INK4A, CDK4I, MTS1 et CDKN2. Le gène P16 est un membre de la famille des inhibiteurs 
des kinases cycline dépendantes. Il inhibe les complexes cyclines D-CDK4/6 et donc prévient 
la phosphorylation de Rb pendant la phase G1 du cycle cellulaire (Serrano et al., 1993 ; 
Hirama et Koeffler, 1995 ; Sherr, 1996 ; Sherr, 2000). Le gène P16 est un important gène 
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suppresseur de tumeurs qui induit le blocage de la prolifération cellulaire anarchique. La 
diminution de l’expression du gène P16, se fait soit par mutation génique soit par 
hyperméthylation de son promoteur, cela constitue une étape cruciale dans le développement 
et la progression tumorale. L’hyperméthylation du promoteur du gène P16 a été notée dans 
les cancers du colon, de la vessie, de la prostate, de l’estomac et du poumon ,dans les gliomes, 
les mélanomes et les leucémies (Pinyol et al., 1998 ; Baur et al., 1999 ; Nakamura et al., 
1999 ; Nakamura et al., 2001 ; Konishi et al., 2002 ; Sakuma et al., 2004 ; Takahashi et al., 
2004 ; Kim et al., 2005 ; Takino et al., 2005 ; Shiozawa et al., 2006 ; Chim et al., 2007). 
L’hyperméthylation du gène P16 a été également rapportée dans les cancers du sein avec des 
fréquences allant de 27 à 40%  des cas (Herman et al., 1995 ; Nielsoen et al., 2001 ; 
Krassenstein et al., 2004 ; Li et al., 2005 ; Feng et al., 2007). Dans notre travail, nous avons 
trouvé une hyperméthylation du promoteur du gène P16 dans 47% des cas de cancer du sein 
analysés. Ce pendant, nous n’avons pas trouvé de corrélation statistiquement significative 
entre l’hyperméthylation du promoteur de ce gène et la présence du virus SV40.  
Le gène DAPK est localisé dans la région chromosomique 9q34. Il code pour une 
serine/thréonine protéine kinase calcium/calmoduline dépendante de 160 kDa. La protéine 
DAPK joue un rôle important dans les voies de l’apoptose induites par l’IFNγ, le TNF-α, le 
TGF-ß, et Fas (Deiss et Kimchi, 1991 ; Deiss et al., 1995 ; Cohen et al., 1999 ; Cohen et 
Kimchi, 2001). Il a été démontré, in vivo, que la perte d’expression de la protéine DAPK peut 
induire une progression tumorale et l’apparition de métastases (Nakatsuka et al., 2000). 
L’hyperméthylation du promoteur du gène DAPK a été observée dans les tumeurs cérébrales, 
les mésothéliomes, les cancers gastriques et colorectaux, les cancers du poumon, de 
l’œsophage, du cou et de la tête, de la prostate, de la vessie, de l’estomac et dans divers types 
de lymphomes (Kim et al., 2001 ; Ng et al., 2001 ; Rosas et al., 2001 ; Kwong et al., 2002 ; 
Wong et al., 2002 ; Reddy et al., 2003 ; Nakatsuka et al., 2003 ; Shivapurkar et al., 2004 ; 
Kawaguchi et al., 2006 ; Mittag et al., 2006 ; Chim et al., 2006 ; Voso et al., 2006). 
L’hyperméthylation du gène DAPK a été également rapportée dans les cancers du sein avec 
des fréquences allant de 13 à 50% (Lehmann et al., 2002 ; Dulaimi et al., 2004 ; Krassentein 
et al., 2004). Dans notre étude, nous avons trouvé une hyperméthylation du promoteur du 
gène DAPK dans 35% des cas de cancer du sein analysés. Mais, nous n’avons pas trouvé de 
corrélation statistiquement significative entre l’hyperméthylation du promoteur de ce gène et 
la présence du virus SV40. Dans une étude précédente réalisée dans notre laboratoire, une 
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corrélation statistiquement significative a été trouvée entre la présence de ce virus et 
l’hyperméthylation de ce gène dans les lymphomes B (Amara et al., 2007). 
Le gène GSTP1 est localisé en 11q13.3. Il code pour la glutathion S-transférase P1 (GSTP1) 
qui est une enzyme importante dans la détoxification des agents mutagènes et qui catalyse la 
conjugaison d'une grande variété d'électrophiles et de xénobiotiques avec la GSH (forme 
réduite du glutathion) (Cowell et al., 1988 ; Morrow et al., 1989 ; Coles et Kadlubar, 2003 ; 
Townsend et Tew, 2003). Différents polymorphismes au niveau du gène GSTP1 ont été 
décrits. Un certain nombre de ces polymorphismes ont été associés au développement de 
cancers, suggérant que le gène GSTP1 pourrait être un important facteur dans le 
développement et/ou la progression de certains types de cancers chez l’Homme (Townsend et 
Tew, 2003 ; Ramos-Gomez et al., 2001 ; Sarmanova et al., 2001). L’hyperméthylation du 
gène GSTP1 a été décrite dans les cancers de la prostate, les cancers du tractus urinaire, les 
cancers du poumon, les cancers du nasopharynx et dans les lymphomes (Esteller et al., 1998 ; 
Millar et al., 1999 ; Tchou et al., 2000 ; Maruyama et al., 2001 ; Konishi et al., 2002 ; Kwong 
et al., 2002 ; Bastian et al., 2004 ; Rossi et al., 2004 ; Nakamichi et al., 2007 ; Amara et al., 
2007). L’hyperméthylation du gène GSTP1 a été également rapportée dans 20 à 39% des 
cancers du sein (Esteller et al., 1998 ; Jeronimo et al., 2003 ; Shinozaki et al., 2005 ; Arai et 
al., 2006). Dans notre étude, nous avons retrouvé une hyperméthylation du gène GSTP1 dans 
27% des cas de cancer du sein analysés. Mais, nous n’avons pas trouvé de corrélation entre 
l’hyperméthylation du promoteur de ce gène et la présence du virus SV40. 
Le gène SHP1 est localisé en 12p13. Il code pour une phosphotyrosine phosphatase retrouvée 
principalement dans les cellules hématopoïétiques, mais également dans les cellules 
musculaires lisses et les cellules épithéliales (Yang et al., 1998 ; Wu et al., 2003). La protéine 
SHP1 contient deux domaines SH2 (Src Homology 2 domain) dans sa portion N-terminale, un 
domaine phosphatase conservé en position centrale et une queue C-terminale. Les domaines 
SH2 de la protéine SHP1 interviennent dans la reconnaissance des substrats et 
l’autorégulation de l’activité protéine tyrosine phosphatase (Yang et al., 2000 ; Wu et al., 
2003). La protéine SHP1 joue un rôle important dans la régulation de la différenciation 
cellulaire et dans la régulation de plusieurs voies de signalisation dans tous les types de 
cellules hématopoïétiques (Pani et al., 1995 ; Yang et al., 2001 ; Wu et al., 2003 ; Yang et al., 
2003 ; Honorat et al., 2006).  
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L’hyperméthylation du gène SHP1 a été démontrée dans les cancers de la vésicule biliaire, et 
les myélomes ainsi que dans les lymphomes (Cyster et al., 1995 ; Pani et al., 1995 ; Chim et 
al., 2002 ; Oka et al., 2002 ; Chim et al., 2004 ; Khoury et al., 2004 ; Shivapurkar et al., 
2004 ; Takahashi et al., 2004 ; Johan et al., 2005 ; Reddy et al., 2005 ; Zhang et al., 2005 ; 
Chim et al., 2007 ; Amara et al., 2007 ; Chim et al., 2002 ; Chim et al., 2004). A notre 
connaissance aucune étude n’a exploré le statut de méthylation du gène SHP1 dans le cancer 
du sein. Dans notre travail, ce gène est hyperméthylé dans 66% des cas de cancer du sein. De 
plus, nous avons constaté une corrélation statistiquement significative entre la présence du 
virus SV40 dans ces cancers et l’hyperméthylation du gène SHP1. Ce résultat suggère que le 
virus SV40 contribue à l’inactivation du gène SHP1 dans le cancer du sein. Ce résultat est en 
accord avec une étude antérieure réalisée dans notre laboratoire et qui a démontré une 
corrélation entre l’hyperméthylation du gène SHP1 et la présence du virus SV40 dans les 
lymphomes B à grandes cellules (Amara et al., 2007). Cela suggère que ce virus interviendrait 
dans le développement tumoral.  
Le gène CyclinD2/CCND2 est localisé dans la région q13 du chromosome 12. La cycline D2 
appartient à la famille des cyclines du type D (Cyclins D1, D2, and D3). Les cyclines du type 
D sont impliquées  dans la régulation de la transition du cycle cellulaire vers la phase S. Ce 
gène a été initialement considéré comme un proto-oncogène. En effet, la surexpression de la 
cycline D2 a été signalée dans les tumeurs testiculaires (Sicinski et al., 1996), les tumeurs de 
l'ovaire (Dhillon et al., 2004), les cancers du colon (Mermelshtein et al., 2005), et les cancers 
de l'estomac. Cependant, le rôle des cyclines D2 comme proto-oncogène a été largement 
contestée par plusieurs études décrivant la perte de son expression dans les cancers du sein 
(Fackler et al., 2003 ; Virmani et al., 2003), du poumon (Virmani et al., 2003), du pancréas 
(Matsubayashi et al., 2003), et de l'estomac. Il est aussi intéressant de noter que dans la 
plupart des types de tumeurs analysées, l’inhibition de l’expression de ce gène se fait par 
méthylation de son promoteur (Fackler et al., 2003 ; Virmani et al., 2003 ; Matsubayashi et 
al., 2003).  
L’hyperméthylation du gène Cyclin D2 a été décrite dans les cancers de la vésicule biliaire, 
les cancers des poumons et les myélomes ainsi que les lymphomes (Chim et al., 2002 ; 
Koyama et al., 2003 ; Chim et al., 2004c). L’hyperméthylation du gène Cyclin D2 a été 
également rapportée dans les cancers du sein (11 à 42%) (Fackler et al., 2003 ; Parrella et al., 
2004 ; Li et al., 2005 ; Lewis et al., 2005). Dans notre travail, nous avons trouvé une 
hyperméthylation du gène Cyclin D2 dans 14% des cas de cancer du sein analysés. 
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Cependant, nous n’avons pas trouvé de corrélation entre l’hyperméthylation du promoteur de 
ce gène et la présence du virus SV40.  
Le gène HIN-1 (high in normal-1) est localisé sur le chromosome 5q35 (Krop et al., 2001). 
HIN-1 a été récemment identifié comme un gène suppresseur de tumeur fortement exprimé 
dans les cellules épithéliales mammaires normales. Ce gène code pour une protéine qui régule 
négativement la croissance cellulaire de manière autocrine (Krop et al., 2001).  
La protéine HIN-1 est un puissant inhibiteur de la croissance, la migration et l'invasion 
cellulaires (Krop et al., 2001 ; Porter et al., 2002). Au cours du développement embryonnaire 
des souris, l'expression de HIN-1 a été associée à la différenciation terminale des cellules 
épithéliales trachéobronchique (Porter et al., 2002).  
En plus de la forte expression de HIN-1 dans les cellules luminales normales de l’épithélium 
mammaire, ce gène est abondamment exprimé dans les cellules épithéliales normales du 
poumon, de la prostate, des glandes salivaires et du pancréas (Krop et al., 2001 ; Porter et al., 
2002). Dans la majorité des cas, la diminution de l’expression du gène HIN-1 dans les cancers 
est induite par méthylation de son promoteur (Wong et al., 2003 ; Marchetti et al., 2004 ; 
Krop et al., 2004).  
Dans notre travail, nous avons détecté l’hyperméthylation du gène HIN-1 dans 61% des cas 
de cancer du sein analysés cette fréquence est proche de celles rapportées dans les études 
antérieurs (74 à 88%) (Sirchia et al., 2000 ; Widschwendter et al., 2002 ; Fackler et al., 2003). 
Le gène CDH1 localisé en 16q22.1 est considéré comme un gène suppresseur de tumeurs 
(Mansouri et al., 1988). Il y a été démontré que sa perte promouvait l’invasion tumorale et les 
métastases dans plusieurs modèles de cancers (Christofori et Semb, 1999). Le gène CDH1 
code pour l’E-cadhérine qui est une glycoprotéine transmembranaire impliquée dans 
l’adhésion intercellulaire. Cette protéine joue également un rôle important dans 
l’embryogenèse, la polarisation, la différenciation et la migration cellulaire (Takeichi, 1991 ; 
Wijnhoven et al., 2000). Les premières études menées sur des carcinomes hépatocellulaires et 
des cancers du sein ont montré que la délétion de ce gène est associée à un fort potentiel 
métastatique. De nombreuses études ont montré une corrélation entre la survenue de la perte 
d’hétérozygotie dans la région 16q et la perte de l’expression de l’E-cadhérine dans les 
cancers du sein et de l’estomac (Bukholm et al., 1997 ; Berx et al., 1998 ; Berx et Van Doy, 
2001).  
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A coté des mécanismes d’inactivation génétique, des mécanismes de répression 
transcriptionnelle ont été proposés pour expliquer la perte d’expression de l’E-cadhérine dans 
les cancers humains. En effet, il a été démontré que l’hyperméthylation du gène CDH1 est 
associée à la diminution de l’expression de l’E-cadhérine dans différentes lignées cellulaires 
tumorales (Graff et al., 1995). De nombreuses études ont rapporté également 
l’hyperméthylation du gène CDH1 dans les cancers gastriques, les cancers colorectaux, les 
cancers de la vessie, les cancers du rien, les hépatocarcinomes et les mésothéliomes malins 
(Maruyama et al., 2001 ; Dulaimi et al., 2004 ; Shivapurkar et al., 2004 ; Sudo et al., 
2004 ; Takahashi et al., 2004 ; Reddy et al., 2005). Plusieurs études ont exploré le statut de 
méthylation du gène CDH1 dans les cancers du sein et ont détecté une hyperméthylation dans 
40 à 80% des cas (Graff et al., 1995 ; Nass et al., 2000 ; Asgeirsson et al., 2000 ; Shinozaki et 
al., 2005). Dans notre travail, nous avons détecté une hyperméthylation du gène CDH1 dans 
42% des cas de cancer du sein analysés. Mais nous n’avons pas trouvé de corrélation entre 
l’hyperméthylation de ce gène et la présence du virus SV40. 
Le gène BRCA1 est localisé sur la région q21du chromosome 17. Il code pour une 
phosphoprotéine composée de 1863 résidus d’acides aminés. La protéine BRCA1 possède un 
domaine en doigts de zinc dans sa partie amino-terminale qui lui confère le pouvoir de se lier 
à l’ADN.  Il a été démontré que la protéine BRCA1 est impliquée dans la détection et la 
réparation des cassures doubles brins de l’ADN. Cette protéine peut aussi induire l’apoptose 
des cellules en réponse aux altérations de l’ADN. Cette protéine intervient également au 
niveau de différents points de contrôle pour la régulation du cycle cellulaire. Les mutations du 
gène BRCA1 sont responsables de près de 50% des cancers du sein familiaux ou héréditaires. 
Par ailleurs, des études récentes suggèrent que ce gène joue également un rôle dans les 
cancers du sein sporadiques, qui sont les plus fréquents (90% des cas). En effet, la perte 
d'hétérozygotie du locus BRCA1 est retrouvée dans une proportion importante des tumeurs 
sporadiques. En outre, les résultats de plusieurs études révèlent que les régulations 
épigénétiques contribuent à la réduction de l'expression de BRCA1. Notre étude démontre 
pour la première fois que l’altération de ce gène dans le cancer du sein  
L’hyperméthylation du promoteur du gène BRCA1 a été décrite dans les carcinomes 
gastriques, les cancers colorectaux, les cancers du poumon et des ovaires. De nombreuses 
études ont rapporté également l’hyperméthylation du gène BRCA1 dans les cancers du sein 
dans des proportions allant de 11 à 32% (Dobrovic et Simpfendorfer, 1997 ; Rice et al., 2000 ; 
Li et al., 2005). Dans notre présent travail, nous avons détecté une hyperméthylation du 
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promoteur du gène BRCA1 dans 60% des cas de cancer du sein analysés. De plus, nous avons 
trouvé une corrélation statistiquement significative entre l’hyperméthylation de ce gène et la 
présence du virus SV40 dans les cancers du sein. Notre étude démontre pour la première fois 
que l’altération de ce gène dans le cancer du sein pourrait être en relation avec ce virus. 
Le gène TIMP3 est localisé dans la région 22q13.1 (Jones et Baylin, 2002). Il code pour un 
inhibiteur des métalloprotéases impliquées dans les phénomènes de métastases et 
d’angiogénèse (Anand-Apte et al., 1996 ; Baylin et al., 1998 ; Bachman et al., 1999 ; 
Nakamura et al., 2005). Les métalloprotéases sont des enzymes protéiques dépendantes du 
zinc qui sont capables de digérer la membrane basale et la plus grande partie des composants 
de la matrice extracellulaire. L’expression des métalloprotéases est physiologiquement 
régulée pour empêcher la destruction incontrôlée des tissus, mais cette régulation est modifiée 
ou lésée dans les processus pathologiques comme les cancers (Anand-Apte et al., 1996). La 
faible fréquence de la perte allélique dans la région génomique où se situe le gène TIMP3 
signifie que d’autres mécanismes sont impliqués dans l’inactivation de ce gène (Nakamura et 
al., 2005 ; Clément et al., 2006).  
L’hyperméthylation du promoteur du gène TIMP3 a été décrite dans les carcinomes de 
l’œsophage, les adénocarcinomes du pancréas, les ostéosarcomes, les médulloblastomes, les 
cancers colorectaux, les cancers du poumon et les lymphomes (Bachman et al., 1999 ; 
Takahashi et al., 2004 ; Darnton et al., 2005 ; Fendrich et al., 2005 ; Clément et al., 2006 ; 
Hou et al., 2006 ; Gu et al., 2006 ; Amara et al., 2007 ; Mühlisch et al., 2007 ; Smith et al., 
2008). À nos connaissances, une seule étude antérieure a exploré le statut de méthylation du 
gène TIMP3 dans les cancers du sein. Dans cette étude l’hyperméthylation de ce gène a été 
notée dans 21% des cas analysés (Liu et al., 2005). Dans notre étude, nous avons détecté une 
hyperméthylation du promoteur du gène TIMP3 dans seulement 17% des cas de cancer du 
sein analysés. Par ailleurs, nous avons trouvé une corrélation statistiquement significative 
entre l’hyperméthylation d ce gène et la présence du virus SV40 dans les cancers du sein. Une 
corrélation semblable a été trouvé dans une étude antérieur réalisée dans notre laboratoire sur 
les lymphomes B (Amara et al., 2007). 
Dans notre présent travail, nous avons aussi constaté une corrélation statistiquement 
significative entre le statut du virus SV40 dans le cancer du sein et l’index de méthylation 
(proportion des gènes méthylés par rapport à ceux testés). En effet, la moyenne des index de 
méthylation était significativement plus élevée dans les cancers du sein SV40 positifs 
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comparativement aux cancers du sein SV40 négatifs (0,55 ± 0,025 versus 0,37 ± 0,021; 
p=0,009). Ce résultat renforce également l’hypothèse de l’implication du virus SV40 dans le 
cancer du sein.  
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En conclusion, dans ce chapitre nous avons analysé le statut de méthylation des promoteurs 
d’un large panel de gènes suppresseurs de tumeurs (RASSF1A, SHP1, HIN1, BRCA1, P16,  
ER, CDH1, APC, BLU, DAPK, RARβ2, GSTP1, TIMP3, CCND2 et hMLH1) par la méthode 
de PCR spécifique à la méthylation (MSP) dans une large série de cancer du sein (n=109). 
Par la suite, nous avons comparé le profil de méthylation de ces gènes entre les cas de 
cancers du sein  SV40+ et SV40-.  
Nous avons observé des fréquences variables de méthylation entre les différents gènes étudiés 
RASSF1A (78%), SHP1 (66%), HIN1 et BRCA1 (61%), P16 et ER (47%), CDH1 et APC 
(42%), BLU (40%), DAPK (35%), RARβ2 (34%), GSTP1 (27%), TIMP3 (17%), CCND2 
(14%) et hMLH1 (8%) dans les cancers du sein en Tunisie. 
En tenant compte du statut du virus SV40 dans les cancers du sein, nous avons trouvé une 
corrélation statistiquement significative entre l’hyperméthylation des gènes RASSF1A, SHP1, 
BRCA1 et TIMP3 et la présence du virus SV40 dans les cancers du sein (respectivement 
p=0,034, p=0,043, p=0,035 et p=0,003). De plus, nous avons constaté que la moyenne des 
index de méthylation dans le groupe des cancers du sein SV40+ est significativement 
supérieure à celle du groupe des cancers du sein SV40- (0,55 ± 0,025 versus 0,37 ± 0,021; 
p=0,009). 
Ce travail représente la première étude explorant les altérations épigénétiques dans les 
cancers du sein chez la femme Arabe. Il ressort des résultats de ce chapitre que 
l’hyperméthylation des promoteurs des gènes suppresseurs de tumeur est une altération 
fréquente chez la femme Tunisienne et que le virus SV40 contribue vraisemblablement dans 
l’induction de cette altération épigénétique dans les cancers du sein, ce qui représente un 
argument supplémentaire en faveur d’un rôle de ce virus dans la carcinogenèse du sein. 
  
 
 
 
Chapitre V 
Prévalence et caractéristiques clinico-
pathologiques des cancers du sein associés 
au MMTV-like en Tunisie 
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V.1. Introduction 
Une étude faite en 1936 par Bittner a permis de conclure que les tumeurs mammaires 
spontanées de souris de laboratoire, étaient dues à la présence de particules virales 
transmissibles à la descendance par le lait des femelles atteintes de ces tumeurs. Ce virus fut 
nommé MMTV pour « Mouse Mammary Tumor Virus ». Ce virus MMTV a été largement 
incriminé comme étant l'agent étiologique des tumeurs mammaires chez la souris, pouvant 
ainsi les induire expérimentalement chez ces mammifères (Medina, 1976 ; Dickson, 1990). 
Par la suite, il a été démontré que ce virus peut être transmis chez la souris, soit par voie 
endogène dans la lignée germinale comme provirus; soit par voie exogène à travers le lait 
maternel comme virion infectieux. 
Le virus MMTV appartient à la famille des β-rétrovirus, et comme tous les rétrovirus le 
génome du virus MMTV (ARN) sera transcrit en ADN proviral qui s'intègre de façon 
aléatoire dans le génome des cellules infectées de souris. Si l’intégration du virus MMTV a eu 
lieu à proximité d'un proto-oncogène cellulaire, ce proto-oncogène peut être alors surexprimé. 
L’analyse d'un grand nombre de tumeurs mammaires chez la souris a révélé que, dans presque 
tous les cas, l’intégration du génome du MMTV peut être trouvée soit en amont ou bien en 
aval d’un proto-oncogène cellulaire appartenant à la famille int (Nuse et al., 1984). Les proto-
oncogènes cellulaires sont alors surexprimés sous l'influence du puissant enhancer de 
transcription du virus MMTV. De ce fait l'oncogenèse mammaire de souris survient  en raison 
de l'intégration du génome du virus MMTV dans le génome de la souris hôte. Ainsi, c’est 
l'intégration du génome viral, qui par son enhancer, favorise l'expression de certains proto-
oncogènes cellulaires, induisant l'oncogenèse mammaire. Ces tumeurs mammaires de souris 
n’apparaissent  qu’après une longue période de latence. 
Bien que le virus MMTV ai été découvert il y a plus d'un demi-siècle (Bittner, 1936), la 
physiopathologie de l’infection par ce virus n'est pas encore complètement élucidée. Ceci est 
principalement du à l’incapacité d’obtenir en culture cellulaire des titres viraux élevés et de 
son faible potentiel d’infection par rapport à celui des γ-rétrovirus avec l'absence de méthodes 
de dosage in vitro simples et sensibles pour évaluer le potentiel d'infection et de 
transformation de ce virus (Indik et al., 2005). 
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Depuis de nombreuses années, l'hypothèse selon laquelle un rétrovirus homologue au virus 
MMTV soit impliqué dans l’étiologie du cancer du sein chez l’Homme a fasciné les 
scientifiques, mais cela n'a jamais pu être démontré de manière convaincante. 
L’intérêt pour cette hypothèse s’est largement amplifié avec le développement des techniques 
de la biologie moléculaire et surtout de la PCR, qui ont permis à Wang (Wang et al., 1995) de 
développer une technique visant la détection de séquences d’ADN homologues aux séquences 
du virus MMTV. Utilisant cette approche Wang et ses collaborateurs ont détecté des 
séquences du gène env du virus MMTV dans 30-40% des cas de cancer du sein chez des 
femmes dans diverses populations (Wang et al., 1995). 
Ce nouveau virus, analogue à celui de la souris et retrouvé chez l’Homme, a été nommé 
MMTV-like. D’autres appellations ont été décernées à ce virus dont HMTV pour « Human 
Mammary Tumor Virus » et HHMMTV pour « Human Homologue of the Mouse Mammary 
Tumor Virus ». Plusieurs études faites ultérieurement ont confirmé ou infirmé ces résultats. 
Les principales raisons de cette discordance ont été attribuées aux variations de sensibilité et 
aux détails techniques des approches moléculaires utilisées pour la détection de ces séquences 
virales (Zammarchi et al., 2006). 
Concernant ce chapitre, les principaux  objectifs fixés ont été : l’évaluation de la prévalence 
du virus MMTV-like dans les cancers du sein chez la femme tunisienne par une technique de 
PCR semi-nichée ; la vérification de l’authenticité des séquences amplifiées par 
séquençage des produits PCR; et la précision des caractéristiques clinico-pathologiques des 
cancers du sein associés à la présence du virus MMTV-like.  
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V.2. Méthodologie 
V.2.1. Population d’étude 
Cette partie du travail a concerné 122 cas de cancer du sein dont les caractéristiques anatomo-
pathologiques et cliniques sont résumées dans le Tableau V-1. La recherche du virus 
MMTV-like a été réalisée sur des extraits d’ADN obtenus à partir des tissus tumoraux et 
normaux mammaires disponibles conjointement pour chaque patiente.  
V.2.2. Recherche de l'ADN du virus MMTV-like par PCR  
La détection du virus MMTV-like a été effectuée par PCR semi-nichée visant la région env 
selon la technique publiée par Ford et ses collaborateurs (Ford et al., 2004). Cette technique 
se base sur l’utilisation dans le premier tour de PCR le couple d’amorces 1X/2NR amplifiant 
une séquence de 356 pb et dans le deuxième tour le couple d’amorces 5F/2NR visant 
l’amplification d’une séquence de 190 pb. Le protocole détaillé de la technique est décrit dans 
le chapitre II. Chaque cas a été testé 3 fois et la positivité d’un cas n’a été retenue qu’en 
présence d’une positivité dans au moins deux tests après électrophorèse sur gel d’agarose du 
produit du deuxième tour de la PCR. 
V.2.3. Analyse des séquences du virus MMTV-like détectées par séquençage 
Afin de confirmer la spécificité des fragments d’ADN amplifiés par la technique de PCR 
semi-nichée visant la détection de la région env du génome du virus MMTV-like, les produits 
de PCR de dix cas de cancer du sein choisis au hasard parmi les cas positifs, ont été soumis à 
un séquençage automatique, et ceci après purification des séquences à l’aide du kit de 
purification Wizard SVGel and PCR Clean-Up (Promega, France). Les séquences obtenues 
ont été alors comparées aux séquences prototypes des virus MMTV et MMTV-like ainsi 
qu’aux séquences des rétrovirus endogènes publiées dans la base de données internationale 
EMBL. 
V.2.3. Analyse statistique 
Les tests Chi-carré et exact de Fisher ont été utilisés pour la recherche d’une éventuelle 
association entre la présence de la séquence env du virus MMTV-like et les paramètres 
clinico-pathologiques des patientes.  
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M    B     P      B60        B51        B68        B74        B49         B1         B20         B3      M 
L’impact de la présence du virus MMTV-like sur la survie globale et la survie sans rechute 
des patientes a été évalué par la méthode de Kaplan-Meier et la comparaison de la survie entre 
les différents groupes a été réalisée par le test du log-rank bilatéral. 
Pour tous les tests statistiques utilisés dans ce travail, une valeur bilatérale de p ≤ 0,05 a été 
considérée comme significative. 
V.3. Résultats 
V.3.1. Détection du virus MMTV-like par PCR 
La recherche de l’ADN du virus MMTV-like dans les tissus tumoraux et normaux 
mammaires analysés a été réalisée par PCR semi-nichée visant l’amplification d’une partie de 
la séquence env de ce virus. En utilisant cette technique, nous avons détecté une séquence 
d’ADN de 190 pb appartenant à la région env du virus MMTV-like dans 17 (13,9%) des 122 
cas de cancer du sein analysés. En revanche, aucun des tissus mammaires normaux n’a 
montré la présence de cette séquence (Figure VI-1). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure V-1 : Electrophorèse sur gel d’agarose à 2% coloré par le bromure d’éthidium représentatif 
de la détection par PCR semi-nichée du virus MMTV-like utilisant les amorces 1X/2NR/5F qui 
permettent d’amplifier une séquence de 190 paires de bases (pb) appartenant à la région env du 
virus MMTV-like dans le tissu tumoral (T) et normal (N) du sein. Les cas B60, B74 et B3 
montrent la présence d’un signal positif dans le tissu tumoral et non dans le tissu normal. Les cas 
B51, B68, B49, B1 et B20 montrent l’absence d’un signal positif dans les tissus tumoraux et 
normaux. Les pistes M indiquent les marqueurs de poids moléculaire (échelle d’ADN à 100 pb), la 
piste P correspond au contrôle positif (séquence env-LTR de 2,7 kb) et la piste B correspond au 
contrôle négatif (sans ADN matrice). 
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V.3.2. Analyse des séquences du virus MMTV-like par séquençage  
Afin de vérifier la nature des fragments d’ADN amplifiés par la technique PCR semi-nichée 
visant la détection de la région env du génome du virus MMTV-like, les produits de PCR de 
dix cas de cancer du sein à signal positif ont été soumis à un séquençage automatique.  
Les différentes séquences obtenues après séquençage ont été alignées avec des séquences 
prototypes appartenant à la région correspondante du virus MMTV et MMTV-like (numéros 
des gènes AY152721 et AF243039, respectivement) ainsi qu’avec des séquences des 
rétrovirus endogènes humains. L’analyse comparative avec le logiciel CLUSTAL W de nos 
séquences avec les séquences env prototypes des virus MMTV et MMTV-like publiés dans la 
base de données internationale GenBank, a démontré la présence d’une homologie allant de 
95 à 97% (Figure V-2). En revanche, aucune homologie significative n'a été trouvée entre nos 
séquences et les séquences du génome humain disponibles dans la même base de données, ce 
qui indique que les séquences amplifiées au cours de cette étude ne peuvent avoir comme 
origine ni le génome humain ni le génome des rétrovirus endogènes. 
D’autre part cette analyse a permis de révéler des différences minimes, de quelques paires de 
bases, entre nos séquences virales et la séquence du témoin positif utilisé dans notre étude, 
témoignant de l’absence de contamination entre les différents échantillons mammaires ainsi 
qu’avec ce témoin positif.  
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MMTV  AY152721 GAAAATTCTCCTAAGGATCCCAATGATAGAGATTTTACTGCTCTAGTTCCCCATACAGAA 60 
HMTV  AF243039 GAAAATTCTCCTAAAGATCCCAATGATAGAGATTTTACTGCTCTAGTTCCCCATACAGAA 60 
BC #7  GGAAATTCTCCTAA-GATCCCA-TGATAGAGATTTTACTGCTCTAGTTCCCCATACAGAA 60 
BC #67  GGAAATTCTCCTAA-GATCCCA-TGATAGAGATTTTACTGCTCTAGTTCCCCATACAGAA 60 
BC #15  GGAAATTCTCCTAA-GATCCCAATGATAGAGATTTTACTGCTCTAGTTCCCCATACAGAA 60 
BC #60  GGGAATTCTCCTAA-GATCCCAATGATAGAGATTTTACTGCTCTAGTTCCCCATACAGAA 60 
BC #10  GGAAATTCTCCTAA-GATCCCAATGATAGAGATTTTACTGCTCTAGTTCCCCATACAGAA 60 
BC #74  GGAAATTCTCCTAAAGATCCCAATGATAGAGATTTTACTGCTCTAGTTCCCCATACAGAA 60 
BC #83  GGAAATTCTCCTAAAGATCCCAATGATAGAGATTTTACTGCTCTAGTTCCCCATACAGAA 60 
BC #79  GGAAATTCTCCTAAAGATCCCAATGATAGAGATTTTACTGCTCTAGTTCCCCATACAGAA 60 
BC #108  GGAAATTCTCCTAAAGATCCCAATGATAGAGATTTTACTGCTCTAGTTCCCCATACAGAA 60 
BC #82  GGAAATTCTCCTAAAGATCCCAATGATAGAGATTTTACTGCTCTAGTTCCCCATACAGAA 60 
        *  *********** ******* *************************************  
 
MMTV  AY152721 TTGTTTCGCTTAGTTGCAGCCTCAAGATATCTTATTCTCAAAAGGCCAGGATTTCAAGAA 120 
HMTV  AF243039 TTGTTTCGCTTAGTTGCAGCCTCAAGACATCTTATTCTCAAAAAGCCAGGATTTCAAGAA 120 
BC #7  TTGTTTCGCTTAGTTGCAGCCTCAAGACATCTTATTCTCAAAAAGCCAGGATTTCAAGAA 120 
BC #67  TTGTTTCGCTTAGTTGCAGCCTCAAGACATCTTATTCTCAAAAAGCCAGGATTTCAAGAA 120 
BC #15  TTGTTTCGCTTAGTTGCAGCCTCAAGACATCTTATTCTCAAAAAGCCAGGATTTCAAGAA 120 
BC #60  TTGTTTCGCTTAGTTGCAGCCTCAAGACATCTTATTCTCAAAAAGCCAGGATTTCAAGAA 120 
BC #10  TTGTTTCGCTTAGTTGCAGCCTCAAGACATCTTATTCTCAAAAAGCCAGGATTTCAAGAA 120 
BC #74  TTGTTTCGCTTAGTTGCAGCCTCAAGACATCTTATTCTCAAAAAGCCAGGATTTCAAGAA 120 
BC #83  TTGTTTCGCTTAGTTGCAGCCTCAAGACATCTTATTCTCAAAAAGCCAGGATTTCAAGAA 120 
BC #79  TTGTTTCGCTTAGTTGCAGCCTCAAGACATCTTATTCTCAAAAAGCCAGGATTTCAAGAA 120 
BC #108  TTGTTTCGCTTAGTTGCAGCCTCAAGACATCTTATTCTCAAAAAGCCAGGATTTCAAGAA 120 
BC #82  TTGTTTCGCTTAGTTGCAGCCTCAAGACATCTTATTCTCAAAAAGCCAGGATTTCAAGAA 120 
        ******************************************* ****************  
 
MMTV  AY152721 CATGACATGATTCCTACATCTG--CCTGTGTTACT 156 
HMTV  AF243039 CGTGAGATGATTCCTACATCTG--CCTGTGTTACT 156 
BC #7  CATGAGATGATTCCTACATCTGGCCTGGTGTTACA 156 
BC #67  CATGAGATGATTCCTACATCTGGCCCTGTGTTACA 156 
BC #15  CATGAGATGATTCCTACATCTGGCCCGGCCCTGTG 156 
BC #60  CATGAGATGATTCCTACATCTGGCCCTGTGTTACA 156 
BC #10  CATGAGATGATTCCTACATCTGGCCCTGTGTTACA 156 
BC #74  CATGAGATGATTCCTACTTCTGGCCCTGGGTTAAA 156 
BC #83  CATGAGATGATTCCTACATCTGGCCCTGTGTTACA 156 
BC #79  CGTGAGATGATTCCTACATCTGGCCCTGTGTTACA 156 
BC #108  CATGAGATGATTCCTACATCTGCCCTGGTGTTACA 156 
BC #82  CGTGAGATGATTCCTACATCTTGCCCTGTGTTACA 156 
        * *** *********** ***   *  ***** 
 
Figure V-2: Alignements nucléotidiques des séquences env du virus MMTV-like obtenus a partir 
des cas de cancer du sein (indiqués par leurs numéros respectifs) avec les séquences références du 
Mouse Mammary Tumor Virus (MMTV) et Human Mammary Tumor like Virus (HMTV) publiés 
dans la base de données GenBank (numéros d’accès AF243039 et AY152721, respectivement). 
Les séquences sont alignées à l’aide du logiciel CLUSTAL W sous sa version 1.83. Les étoiles 
représentent les sites conservés. 
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V.3.3. Caractéristiques clinico-pathologiques des cas de cancer du sein associés au virus 
MMTV-like 
L’analyse comparative des données clinico-pathologiques entre le groupe de cas de cancer du 
sein MMTV-like positif et le groupe MMTV-like négatif est présentée dans le Tableau V-1.  
En analysant ces données, aucune corrélation n’a été retrouvée entre la présence des 
séquences env du virus MMTV-like d’une part et les groupes d’âges, le type histologique, la 
taille tumorale, le grade histopronostique SBR et l’atteinte ganglionnaire métastatique d’autre 
part. De plus aucune différence significative dans l'expression des récepteurs à l’œstrogène et 
l'accumulation de p53 n’a été observée entre les cas MMTV-like positifs et négatifs. En 
revanche, une corrélation significative entre la présence des séquences env du virus MMTV-
like et l'expression des récepteurs à la progestérone (p=0,03) ainsi que l’absence d’expression 
du proto-oncogène HER2 (p=0,04) a été retrouvée. 
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Tableau V-1 : Analyse comparative des caractéristiques clinico-pathologiques entre les 
cancers du sein MMTV-like positifs et les cas MMTV-like négatifs. 
 
a les valeurs de P sont calculées par le test chi-2 ou le test exact de Ficher et sont considérées statistiquement 
significatives lorsque P<0,05. 
 
 
 
Variables  
Nombre de 
cas testés 
Nombre de cas 
MMTV-like négatifs 
Nombre de cas 
MMTV-like positifs 
Valeur de 
P a 
Age     0,20 
< 35 ans 15 12 3  
35-50 ans 58 51 7  
> 50 ans 49 42 7  
Type histologique     0,57 
Carcinome canalaire infiltrant 109 94 15  
Carcinome lobulaire infiltrant 5 5 0  
Carcinome médullaire  6 4 2  
Carcinome inflammatoire du sein 2 2 0  
Grade histopronostique    0,49 
Grade I 23 19 4  
Grade II 43 36 7  
Grade III 44 41 4  
Taille tumorale (mm)    0,75 
≤ 20  39 33 6  
21-50  80 69 11  
> 50 3 3 0  
Métastases ganglionnaires    0,11 
- 81 69 12  
+ 21 20 1  
Récepteurs à l’œstrogène    0,80 
- 68 59 9  
+ 54 46 8  
Récepteurs à la progestérone    0,03 
- 64 51 13  
+ 58 54 4  
HER2    0,04 
Absence de surexpression 90 74 16  
Présence de surexpression 32 31 1  
p53    0,80 
Absence d’accumulation 75 65 10  
Présence d’accumulation 57 50 7  
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V.3.4. Valeur pronostic de la détection du virus MMTV-like 
L’évaluation de l’impact de la présence des séquences env du virus MMTV-like sur la survie 
globale et la survie sans rechute des patientes, n’a révélé aucune différence statistiquement 
significative entre les patientes MMTV-like positifs et négatifs (Figure V-3).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure V-3: Courbes de survie globale (a) et de survie sans rechute (b) des patientes atteintes de 
cancer du sein en Tunisie en fonction du statut du virus MMTV-like dans les tumeurs.  
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V.4. Discussion 
Dans ce présent chapitre nous avons évalué la prévalence du virus MMTV-like dans une série 
de 122 cas de cancer du sein diagnostiqués chez des femmes Tunisiennes. Nous avons 
démontré la présence de séquences d’ADN de la région env du virus MMTV-like par PCR 
semi-nichée dans 14% des cas analysés (Hachana et al., 2008 ; Annexe 2). Par la suite, nous 
avons confirmé l’authenticité des séquences amplifiées par séquençage automatique. Les 
séquences retrouvées ont alors été comparées aux séquences prototypes du virus MMTV et 
MMTV-like publiées dans les bases de données internationales. Enfin nous avons précisé les 
caractéristiques clinico-pathologiques des cas de cancer du sein associés à la présence du 
virus MMTV-like.  
Nos résultats rejoignent les résultats des études réalisées dans les pays à faible incidence de 
cancer du sein, tel que la Chine où 16,8% des cas de cancers du sein ont été retrouvés positifs 
pour le virus MMTV-like (Luo et al., 2006). En revanche, la prévalence actuelle du virus 
MMTV-like dans le cancer du sein en Tunisie est inférieure à celle dans les pays à forte 
incidence de cancer du sein, en particulier les États-Unis, où les séquences du virus MMTV-
like ont été identifiées dans 30 à 40% des cas de cancer du sein (Wang et al., 1995 ; Melana et 
al., 2001 ; Etkind et al., 2000).  
De même, des études concernant l'Italie, l'Argentine et l'Australie ont montré la présence du 
virus MMTV-like respectivement dans 37,7%, 31,7% et 42,2% des cas  de cancer du sein  
analysés (Pogo et al., 1999 ; Melana et al., 2002 ; Ford et al., 2003). Mais d'autres études 
indépendantes effectuées en Italie, en Autriche et en Angleterre n'ont pas réussi à détecter ces 
séquences virales dans les cas de cancer du sein  étudiés (Zanghen et al., 2002 ; Mant et al., 
2004 ; Witt et al., 2003).  
D'autre part, La prévalence du virus MMTV-like retrouvée dans notre travail est nettement 
inférieure au taux de 74% rapporté dans une étude précédente réalisée par Levine et ses 
collaborateurs (Levine et al., 2004) sur une petite série (n=38) de cancer du sein diagnostiqués 
chez des femmes Tunisienne entre 1978 et 1979. Durant cette période, la fréquence de la 
forme inflammatoire du cancer du sein en Tunisie était beaucoup plus importante qu'elle ne 
l'est actuellement, ceci a été souligné par une étude épidémiologique réalisée récemment à 
l’Institut Salah Azaiz (10%  dans la période 1999  versus 49%  pendant la période 1974-1978) 
(Maalej et al., 1999).  
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Il est important aussi de noter que, parmi ces 38 échantillons de cancer du sein examinés dans 
l'étude de Levine, 81,6% ont été classés comme des tumeurs évolutives (PEV-positif) sur la 
base du système de classement décrivant la poussée évolutive (PEV), dont 71% indiquant des 
signes objectifs du cancer du sein inflammatoire classés PEV3 (rougeur, chaleur, et œdème). 
Toujours dans cette étude, au sein de cette majorité de tumeurs PEV-positives une proportion 
élevée de tumeurs agressives a révélé la présence des séquences du virus MMTV-like, cela 
suggère la présence d’une rélation possible entre ce virus et la forme  inflammatoire du cancer 
du sein. Par conséquent, la fréquence élevée de la forme inflammatoire du cancer du sein dans 
l’étude de Levine par rapport à notre présente étude pourrait expliquer la différence de 
prévalence du virus MMTV-like entre les deux études. Mais cette différence pourrait aussi 
être attribuée en partie, à certaines variations dans les techniques utilisées et/ou à 
l'hétérogénéité des cas inclus dans les deux études. 
Mais il est important de préciser que, d’une part nous avons utilisé une technique PCR semi-
nichée hautement sensible ainsi que des échantillons d’ADN de très bonne qualité obtenus à 
partir de tissus mammaires congelés. Et que d’autre part, la faible fréquence des séquences du 
virus MMTV-like obtenue dans notre étude ne peut pas être due à des biais de sélection. En 
effet, notre étude a porté sur une large série de cas de cancer du sein choisis au hasard et 
obtenu à partir de patientes vivant dans une large superficie, pouvant être considérées comme 
représentatives de la population tunisienne. 
Une autre hypothèse nous parait intéressante et pourrait expliquer la réduction importante de 
la prévalence des séquences du virus MMTV-like dans les cancers du sein en Tunisie par 
rapport à la précédente étude. Cela pourrait surtout être du à une modification de l'exposition 
à ce virus et/ou à la disparition de son hôte. Ceci est probablement en relation avec 
l'amélioration des conditions de vie ainsi que l’augmentation du niveau socio-économique de 
la population Tunisienne. Cette hypothèse est appuyée par plusieurs données 
épidémiologiques indiquant, une réduction de la prévalence de la forme inflammatoire du 
cancer du sein en Tunisie, forme retrouvée surtout en cas de mauvaises conditions socio-
économiques (jusqu'à 55% au cours des années soixante-dix et quatre-vingt contre moins de 
10% à l'heure actuelle) et une augmentation de la prévalence générale du type histologique 
commun du cancer du sein (Maalej et al., 1999 ; Ben Ahmed et al., 2002).  
Mais, une autre hypothèse, moins probable, pourrait aussi expliquer la faible fréquence du 
cancer du sein associé au virus MMTV-like dans notre série : cela tiendrait au fait que des 
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changements pourraient avoir eu lieu dans les séquences virales (mutations, réarrangements...) 
conduisant à des souches virales moins oncogéniques ou plus difficiles à détecter avec les 
amorces utilisées. 
Chez la souris, il est connu que le virus MMTV est transmis soit d’une manière exogène par 
le biais du lait maternel soit d’une manière endogène par l'intermédiaire des cellules 
germinales. Il existe plusieurs souches différentes du virus MMTV et les premières études ont 
montré que la capacité de ces différentes souches à provoquer un cancer mammaire chez la 
souris était différente et dépendait aussi de la souche de souris infectée par le virus.  
Les particules virales du MMTV ont été aussi observées dans le lait de femmes atteintes de 
cancer du sein ainsi que dans le tissu mammaire de femmes ayant des antécédents familiaux 
de cancer du sein (Etkind et al., 2008). Mais ces observations n'ont pas été confirmées ou 
reproduites et restent un sujet de controverse. Cependant, l'utilisation de la PCR, a permis à 
Ford et ses collaborateurs (Ford et al., 2003) de retrouver les séquences env du virus MMTV-
like dans certains échantillons de lait maternel chez des femmes Australiennes saines. Mais, il 
n’existe actuellement aucune preuve que les nouveau-nés nourris au sein ont un risque 
ultérieur plus élevé de développer un cancer du sein que ceux non allaités, même si la 
transmission du virus MMTV-like par le lait maternel vers les nouveau-nés reste possible.  
Encouragé par les résultats de Wang et ses collègues, l’équipe de Stewart a évalué 
l'implication éventuelle du virus MMTV dans le cancer du sein chez l'homme. Cette équipe a 
suggéré que la distribution mondiale des séquences du virus MMTV-like dans le cancer du 
sein dans les populations humaines est en relation avec la distribution de l’hôte naturel de ce 
virus qui est la souris domestique, Mus domesticus (Stewart et al., 2000 ; Faedo et al., 2007). 
Cette équipe a constaté que l'incidence la plus élevée de cancer du sein dans le monde se 
trouve dans les pays où Mus domesticus est l’espèce prédominante de souris domestiques et 
que chez 50% de ces souris domestiques du sud de la Californie des séquences exogènes du 
virus MMTV ont été détecté. Ces observations ont permis à Stewart de suggérer qu'une forte 
concentration de Mus domesticus peut être liée à une augmentation de l'incidence du virus 
MMTV.  
Vingt cinq ans avant l’étude de Stewart, l’étude de la distribution géographique du virus 
MMTV dans les souris sauvages faite par Rongey et ces collègues avait déjà montré un intérêt 
particulier. En effet, seul un groupe de ces souris appartenant à une zone reculée du sud de la 
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Californie, présentait une forte incidence des particules du virus MMTV ainsi qu’une 
augmentation de l’incidence des carcinomes mammaires spontanés. Ceci supporte l'hypothèse 
de l’existence de zones géographiques spécifiques où il y aurait une forte prévalence du virus 
MMTV-like. 
La transmission zoonotique (de l'animal à l'homme) du MMTV est possible. Les particules en 
suspension dans les matériaux de la souris sont des allergènes domestiques, et sont donc 
sources théoriques de transmission du MMTV de la souris à l'homme. La transmission du 
MMTV à l'homme suite à  l'ingestion de céréales et d’autres aliments contaminés par des 
matières fécales de souris est aussi possible. Des études récentes sont en faveur de la 
transmission de ce virus par les chiens, cela pourrait expliquer l’importance de sa détection 
des les pays occidentaux ou le chien est  l’animal domestique le plus fréquent (Laumbacher et 
al., 2006).    
Dans notre étude, les séquences virales n'ont pas été détectées dans les tissus mammaires 
normaux. En outre, des études antérieures ont montré que les séquences env du virus MMTV-
like sont soit absentes, soit présentes dans une très faible proportion dans les tissus 
mammaires normaux (de 0 à 1,8%), y compris ceux anatomiquement liés aux tissus tumoraux 
(Wang et al., 1995 ; Ford et al., 2003 ; Melana et al., 2001). L'origine endogène ou exogène 
des séquences env du virus MMTV-like dans les cancers du sein humains a été largement 
discutée. Parce qu'ils ont été retrouvés presque exclusivement dans les tissus tumoraux et non 
tumoraux du sein, il a été suggéré que ces séquences auraient une origine exogène.  
De plus, les séquences du virus MMTV-like détectées dans nos échantillons présentent une 
forte homologie (allant de 95 à 97%) avec les séquences rapportées précédemment des virus 
MMTV et MMTV-like, mais présentent une faible homologie avec les virus endogènes 
spécialement HERV-K10 et HERV-K-T47D (moins de 5%). 
Dans notre présente étude, l'analyse des paramètres clinico-pathologiques n’a pas montré de 
corrélation significative entre la présence du virus MMTV-like et les groupes d'âge, les types 
histologiques, le grade histopronostique SBR, les métastases ganglionnaires, ou la taille de la 
tumeur. Ca indique que la présence du virus MMTV-like ne se limite pas à l'un des sous-
groupes examinés de cancer du sein. Ces résultats sont en accord avec plusieurs études 
précédentes (Pogo et al., 1999 ; Lawson et al., 2004). 
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De plus, nous n'avons pas trouvé de corrélation entre la présence du virus MMTV-like et 
l’expression des récepteurs à l’œstrogène ou l'accumulation de la protéine p53. Ces résultats 
sont en accord avec les études antérieures montrant l’absence de corrélation significative entre 
la présence des séquences env du virus MMTV-like et l'accumulation de p53 (Pogo et al., 
1999 ; Levine et al., 2004 ; Faedo et al., 2004 ; Lawson et al., 2004). En revanche, nous avons 
trouvé une corrélation significative entre la présence des séquences du virus MMTV-like et la 
négativité des récepteurs à la progestérone (p=0,03). La plupart des études antérieures n'ont 
pas trouvé une telle corrélation (Pogo et al., 1999 ; Lawson et al., 2004). Mais, une étude a 
rapporté une corrélation entre la présence des séquences du virus MMTV-like et la positivité 
des récepteurs à la progestérone (Faedo et al., 2004). La corrélation entre la présence des 
séquences du virus MMTV-like et la négativité des récepteurs à la progestérone dans notre 
étude suggère un phénotype agressif des tumeurs associées au virus MMTV-like. Cette 
observation est en accord avec une étude antérieure rapportant une corrélation entre la 
présence du virus MMTV-like dans les cancers du sein et la surexpression du récepteur à la 
laminine, un marqueur d’invasion tumorale (Pogo et al., 1999). Ceci est aussi en accord avec 
les études précédentes indiquant une relation entre la présence des séquences env du virus 
MMTV-like et certaines formes agressives du cancer de sein telle que le cancer du sein de la 
femme enceinte (Wang et al., 2003) et la forme inflammatoire du cancer du sein (Levine et 
al., 2004). 
En ce qui concerne HER2, une corrélation inverse a été constatée entre la présence des 
séquences du virus MMTV-like et la surexpression de HER2 (p=0,04). Seules deux études 
antérieures ont étudié la relation entre la présence du virus MMTV-like dans le cancer du sein 
et le statut d’expression de HER2 (Pogo et al., 1999 ; Lawson et al., 2004), mais ils n'ont pas 
trouvé de corrélation significative. HER2 est un proto-oncogène surexprimé dans environ 30 à 
50% des cancers du sein (Slamon et al., 1989 ; Biéche et Lidereau, 1995). La surexpression 
de HER2 joue un rôle important dans le cancer du sein et le développement des métastases. 
La surexpression de HER2 est également associée à la résistance à la chimiothérapie, et 
constitue un indicateur péjoratif pour le pronostic. Il représenterait aussi une cible importante 
pour des récentes thérapies du cancer.  
Il a été démontré in vitro que plusieurs produits oncogènes, tels que la protéine 5E1A de 
l'adénovirus, la protéine EBNA1 du virus d'Epstein-Barr, l’antigène grand T du virus simien 
40, les produits des gènes c-Myc, c-Cbl, et PEA3, peuvent agir comme des inhibiteurs de 
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l’expression du gène HER2 (Nakatsuka et al., 2003 ; Lednicky et al., 1997 ; Reuther et al., 
2001, Carbone et al., 2005 ; Singal et al., 2004). La signification de cette corrélation inverse 
entre la présence du virus MMTV-like et la surexpression du proto-oncogène HER2 reste à 
être clarifiée. En effet, le génome du virus MMTV-like ne contient aucun oncogène 
spécifique, mais en s’insérant à proximité d’un proto-oncogène cellulaire, ce virus induit son 
impact de transformation. Néanmoins, notre étude montre une contribution possible du virus 
MMTV-like dans la carcinogenèse mammaire impliquant des mécanismes autres que ceux 
mettant en jeux le proto-oncogène HER2.  
La signification biologique de la présence des séquences env du virus MMTV-like dans les 
cancers du sein chez l'Homme est encore mal connue, et la possibilité que ces séquences ne 
contribuent pas à l'étiologie du cancer du sein et sont plutôt un épiphénomène ne peut être 
exclue. Mais la détection de l'ADN viral uniquement dans les tissus tumoraux du sein et non 
pas dans les tissus mammaires normaux, suggère fortement que le virus MMTV-like peut être 
un facteur contributif dans la cancérogenèse mammaire. En outre, les résultats de notre étude 
suggèrent que des liens existent entre la présence des séquences du virus MMTV-like et les 
hormones, ce qui soutient également l'hypothèse ci-dessus.  
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En conclusion, les résultats de ce chapitre confirment la présence de séquences env du virus 
MMTV-like dans des cas de cancer du sein chez la femme Tunisienne. En revanche, ils 
révèlent une forte diminution de la prévalence de ces séquences dans le cancer du sein en 
Tunisie (14%) par rapport à des séries anciennes (74%). 
Cette diminution pourrait être due à des modifications dans l’exposition au virus ou à son 
hôte vraisemblablement en rapport avec le changement dans le style de vie et l’amélioration 
du niveau d’hygiène qu’a connu la population Tunisienne. 
De plus, notre étude révèle une corrélation significative entre la présence du virus MMTV-
like et la négativité des récepteurs à la progestérone, ainsi qu’une corrélation inverse avec la 
surexpression de HER2. Cela suggère que le virus MMTV-like peut être un facteur contributif 
dans la carcinogenèse du sein. Cependant, l’analyse comparative des données de survie de 
nos patientes n’a pas montrée de différences dans la survie globale ou la survie sans rechute 
des patientes ayant une tumeur MMTV-like positive comparativement aux patientes ayant une 
tumeur MMTV-like négative. 
D’autres études sont nécessaires pour préciser les caractéristiques virologiques et 
épidémiologiques de ce virus et pour élucider le rôle exact de ce virus dans la carcinogenèse 
chez les humains.  
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VI.1. Introduction 
Les papillomavirus humains (HPV) sont des petits virus à ADN qui infectent les cellules 
épithéliales de la peau et des muqueuses. Ces virus sont reconnus comme des agents 
étiologiques dans le développement de certain cancers du tractus génital particulièrement le 
cancer du col utérin. A ce jour plus de 200 génotypes différents de HPV ont été identifiés, 
dont approximativement 40 sont des HPV à tropisme génito-anal. Selon leur rôle potentiel 
dans le développement des cancers, ces virus ont été subdivisés en virus à haut risque 
oncogène (tels que les HPV16 et 18), et en virus à faible risque oncogène (tels que les HPV6 
et 11) (Jacobs et al., 1995 ; Munoz et al., 2003 ; Schiffman et al., 2000). Le pouvoir oncogène 
des HPV à haut risque a été essentiellement attribué à l’activité des produits des gènes 
précoces 6 et 7 (E6 et E7, E pour early). Les protéines codées par ces gènes se lient et 
inhibent les produits d’anti-oncogènes pro-apoptotiques que sont la protéine p53 pour la 
protéine E6 (Thomas et al., 1999) et la protéine Rb pour la protéine E7 (Munger et al., 2001). 
Il a été démontré, in vitro, que la transfection de cellules épithéliales mammaires humaines 
par les virus HPV16 ou 18 pouvait entrainer leur transformation en cellules cancéreuses 
(Band et al., 1990 ; Wazer et al., 1995). Ceci a soulevé l’hypothèse que les HPV pourraient 
être étiologiquement liés à certains cas de cancer du sein. Cependant, à la différence du 
carcinome du col utérin, qui est presque toujours associé aux HPV, le rôle de ces virus dans le 
développement du cancer du sein demeure un sujet de discussion. En effet, certaines études 
ont rapporté la détection de l'ADN des HPV dans des tumeurs mammaires, particulièrement 
les types 16, 18 et 33 (Di Lonardo et al., 1992 ; Yu et al., 2000 ; Liu et al., 2001 ; Li et al., 
2002 ; Damin et al., 2004 ; Widschwendter et al., 2004 ; Kan et al., 2005 ; de Villiers et al., 
2005 ; Kroupis et al., 2006 ; Choi et al., 2007 ; Khan et al., 2008 ; Akil et al., 2008 ; 
Mendizabal-Ruiz et al., 2009 ; Cantu de Leon et al., 2009). Mais d'autres études n’ont pas 
retrouvé ces virus dans le cancer du sein (Wrede et al., 1992 ; Gopalkrishna et al., 1996 ; 
Bratthauer et al., 1992 ; Lindel  et al., 2007 ; de Cremoux et al., 2008). 
Dans les chapitres III et V, nous avons démontré la présence du virus SV40 et du virus 
MMTV-like dans respectivement 22% (Hachana et al., 2009) et 14% (Hachana et al., 2008) 
des cas de cancer du sein en Tunisie. L’objectif du présent chapitre est d'évaluer la prévalence 
des HPV ano-génitaux dans le cancer du sein dans notre pays. Pour cela nous avons recherché 
la présence de ces virus dans 122 cas de cancer du sein en utilisant des techniques de PCR et 
d'hybridation in situ. 
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VI.2. Méthodologie 
VI.2.1. Population d’étude 
Cette partie du travail a concerné les 122 cas de cancer du sein étudiés dans le chapitre 
précédent. Des extraits d’ADN obtenus à partir des tissus tumoraux congelés ont été utilisés 
pour la recherche des papillomavirus par PCR. Des coupes histologiques obtenues à partir des 
blocs de tissus tumoraux inclus en paraffine ont été utilisés pour l’exploration morphologique 
de la présence des papillomavirus par hybridation in situ.  
VI.2.2. Recherche des papillomavirus humains par PCR 
La recherche des HPV par PCR a été effectuée sur les extraits d’ADN obtenus à partir des 
échantillons tumoraux congelés. Plusieurs couples d’amorces ont été testés. Initialement la 
détection des HPV a été réalisée en utilisant le couple d’amorces E1-350L/E1-547R  visant 
l’amplification d’une séquence conservée de 180 pb appartenant à la région E1 du génome 
viral et commune aux principaux types de HPV ano-génitaux (HPV6, 11, 16, 18, 30, 31, 33, 
34, 35, 39, 40, 42, 45, 51, 52, 53, 56, 57, et 58) (Josefsson et al., 1999). Par ailleurs, ces 
échantillons ont été également testés par PCR utilisant le couple d’amorces GP5+/GP6+ 
amplifiant une séquence de 150 pb appartenant à la région L1 du génome viral d’un large 
spectre de HPV ano-génitaux (HPV6, 11, 13, 16, 18, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 39, 40, 42, 45, 51, 
52, 53, 56, 58, 61 et 66) (de Roda et al., 1995). Pour différencier  le groupe auquel appartient 
le virus,  deux couples d’amorces différents ont été utilisés. Le 1er couple d’amorces PU-
1M/PU-2R est spécifique aux HPV à haut risque et à risque intermédiaire (HPV16, 18, 31, 33, 
52b et 58) et pour lequel la taille du produit d’amplification varie de 231 à 268 pb, et le 2ème 
couple d’amorces PU-2R/PU-31B est spécifique aux HPV à bas risque oncogène (HPV6 et 
11) et qui génère un amplicon  de 228 pb (Fujinaga et al., 1991). Puis, à toutes ces techniques 
s’ajoute l’utilisation de PCR utilisant des couples d’amorces type spécifique permettant de 
détecter d’une manière spécifique et individuelle les HPV16, 18, 31 et 33 (Baay et al., 1996).  
Les conditions expérimentales appropriées à chaque couple d’amorces utilisé pour la 
recherche des papillomavirus ont été détaillées dans le chapitre II consacré aux techniques 
générales. 
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VI.2.3. Recherche des HPV par hybridation in situ 
En vue de détecter le génome des HPV dans les cellules tumorales mammaires, nous avons 
appliqué la technique morphologique d’hybridation in situ en utilisant des sondes à ADN 
double brin biotinylées commercialisées par la société DakoCytomation. Ces sondes se 
répartissent en deux classes : un cocktail de sondes nommé HPV-PAN dirigé contre un large 
spectre de HPV ano-génitaux (HPV6, 11, 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51 et 52) et des sondes 
spécifiques aux types 6/11, 16/18 et 31/33. Cette technique a été réalisée en suivant les 
recommandations du fournisseur selon le protocole détaillé dans le chapitre techniques 
générales.  
Ces différentes techniques d’hybridation in situ ont été réalisées sur des coupes tissulaires 
obtenues à partir des blocs de tissus tumoraux enrobés en paraffine. L’utilisat ion de tissus 
fixés au formol par l’hybridation in situ permet de mettre en évidence les séquences 
génomiques des HPV d’une manière spécifique et sensible, avec un meilleur contrôle 
morphologique des cellules marquées que les tissus congelés.  
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VI.3. Résultats 
VI.3.1. Recherche des papillomavirus humains par PCR 
Aucun des 122 échantillons de cancer du sein testés n'a été positif pour les HPV utilisant 
respectivement les amorces consensus E1-350L/E1-547R (Figure VI-1a) et GP5+/GP6+ 
(Figure VI-1b). D’autre part, ni les HPV à haut risque oncogène (HPV 16, 18 et 31, 33, 52b, 
et 58) (Figure VI-1c), ni les HPV à faible risque oncogène (HPV 6 et 11) (Figure VI-1d) 
n'ont été détectés dans aucun des cas. En outre, en utilisant les amorces spécifiques pour les 
HPV 16, 18, 31 et 33 aucun des cas n'a été testé positif (Figure VI-2). 
Donc, en dépit de l’utilisation de ces différentes techniques de PCR, aucun des 122 cas de 
cancer du sein étudiés n’a été testé positif pour les HPV. Par contre, tous les témoins utilisés 
ont été testés positifs et ceci dans toutes les expériences. 
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Figure VI-1 : Exemples représentatifs de gel d’agarose à 2% colorés au bromure d’éthidium après 
électrophorèse des produits d’amplification par PCR pour la détection des papillomavirus humains  
dans des cas de cancer du sein, a : amplification de la région E1 commune à un large spectre de 
HPV, b : amplification de la région L1 commune à un large spectre de HPV, c : amplification de la 
région E6/E7 appartenant aux HPV à haut risque oncogène (HPV16, 18, 31, 33, 52b et 58), d : 
amplification de la région E6/E7 appartenant aux HPV à bas risque oncogène (HPV16 et 18). Les 
pistes M indiquent le marqueur de poids moléculaire (échelle d’ADN à 50 pb), les pistes P 
correspondent aux contrôles positifs respectifs pour chaque séquence cible des HPV et les pistes N 
correspondent aux contrôles négatifs des réactions PCR contenant de l’eau distillée au lieu de 
l’ADN matrice. 
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Figure VI-2 : Exemples représentatifs de gel d’agarose à 2% colorés au bromure d’éthidium 
après électrophorèse des produits d’amplification par PCR spécifique  pour la détection des 
papillomavirus humains suivants : a : HPV16, b : HPV18, c : HPV31, d : HPV33. Les pistes 
M indiquent le marqueur de poids moléculaire (échelle d’ADN à 50 pb), les pistes P 
correspondent aux contrôles positifs respectifs des HPV16, 18, 31 et 33, et les pistes N 
correspondent aux contrôles négatifs des réactions PCR contenant de l’eau distillée au lieu 
de l’ADN. 
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VI.3.2. Détection des papillomavirus humains par hybridation in situ 
Aucun des cas de cancer du sein analysés par la technique d’hybridation in situ n’a montré de 
positivité et ceci quelque soit le type de sonde utilisé. En revanché, tous les échantillons 
tissulaires inclus en tant que témoins positifs pour cette technique ont donné des résultats 
positifs avec les sondes utilisées. 
VI.4. Discussion 
A ce jour, plus de 200 types de HPV ont été caractérisés (McGlennen, 2000) et environ 40 
d'entre eux sont associés aux tumeurs ano-génitales (Bergeron et al., 1992). L'infection par les 
HPV à faible risque oncogène (HPV6, 11, 42, 43, 44…) est responsable de lésions bénignes 
(condylomes). Les virus à haut risque oncogène (HPV31, 33, 35, 51, 52 et 58…) sont détectés 
plus fréquemment dans les lésions intra-épithéliales squameuses (dysplasie), tandis que les 
HPV16 et 18 sont principalement associés aux cancers ano-génitaux particulièrement celui du 
col de l’utérus (Brestovac et al., 2005 ; Hopman et al., 2004). 
Les HPV ano-génitaux sont associés à des infections et à des cancers humains avec des 
fréquences considérablement différentes et des variations inter-régionales significatives 
(Clifford et al., 2003). En Tunisie, les données disponibles sur la prévalence des génotypes de  
HPV, que ce soit chez les femmes atteintes de cancer du col de l’utérus ou chez les femmes en 
bonne santé, sont rares. Dans une précédente étude réalisée dans notre laboratoire sur 32 cas 
de condylomes acuminés, nous avons pu mettre en évidence la présence des HPV à bas risque 
oncogène (HPV6 et 11) dans 85% des cas analysés (Nabi et al., 2006).  D’autre part dans une 
autre étude Tunisienne, l’analyse de la présence des HPV au niveau du col utérin chez 51 
prostituées légales et 106 femmes mariées a montré une prédominance respective du HPV16 
et du HPV6 dans ces deux groupes de femmes (Hassen et al., 2003). Dans une autre étude 
réalisée dans le cadre de l’examen régulier des prostituées, l’évaluation des types de HPV 
retrouvés chez 64 de ces femmes a montré une prédominance du HPV16 suivi par les HPV58 
et 82. Par contre les HPV du type 31, 33 et 35 étaient rares (de Marco et al., 2006).  
Bien que le cancer du sein soit une pathologie fréquente en Tunisie, ni la littérature nationale 
ni internationale n’a rapporté d’études concernant l’évaluation de la présence des HPV dans le 
cancer du sein dans notre pays. Dans notre présent travail, nous avons évalué la prévalence de 
ces virus dans une série de 122 cas de cancer du sein. Pour cela, nous avons analysé par PCR 
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la présence de séquences d’ADN appartenant aux régions L1, E1, E6 et E7 de ces virus 
utilisant différents couples d’amorces. La présence des HPV a été également évaluée par la 
méthode morphologique d'hybridation in situ utilisant respectivement un cocktail de sondes 
nommé HPV-PAN visant un large spectre de HPV anogénitaux ainsi que des sondes type 
spécifique visant certains génotypes de HPV.  
Mais, en dépit de l'utilisation d’extraits d’ADN de bonne qualité obtenus à partir de tissus 
frais congelés, ainsi que l'utilisation de techniques précédemment validées par plusieurs 
études à travers le monde (Di Lonardo et al., 1992 ; Yu  et al., 2000 ; Liu et al., 2001 ; Damin 
et al., 2004 ; Kan et al., 2005), ayant une bonne sensibilité et visant la détection de séquences 
d’ADN appartenant à différents génotypes de HPV ano-génitaux, nous n'avons détecté ces 
séquences dans aucun des cas analysés (Annexe 3).  
Nos résultats sont en accord avec plusieurs études qui ont également rapporté des résultats 
négatifs (Tableau VI-1). Parmi ces études, celle de Wrede et ses collaborateurs, qui ont 
analysé 80 cas de cancer du sein à la  recherche du HPV16 et 18, mais aucun échantillon n’a 
montré de positivité ni par PCR ni par Southern blot (wrede et al., 1992). Dans une étude 
analogue réalisée par Brautthauer sur une série de 43 cas à la recherche des HPV6, 11, 16 et 
18, aucun de ces types n’a été détecté par PCR (Brautthauer et al., 1992). L’hypothèse de 
l’absence des HPV dans le cancer du sein a été renforcée par plusieurs autres études portant 
respectivement sur des biopsies de cancer du sein, de maladie de Paget du mamelon ainsi que 
des tumeurs bénignes mammaires (Gopalkrishna et al., 1996 ; Czerwanka et al., 1996 ; 
Manavi et al., 2001). Plus récemment deux études européennes, une Suisse et l’autre 
Française ont rapporté l’absence des HPV dans respectivement 81 et 50 cas de cancer du sein 
analysés par PCR (Lindel et al., 2007 ; de Cremoux et al., 2008). Toutes ces études se 
rejoignent sur l’absence des HPV et suggèrent que ces virus ne seraient pas impliqués dans le 
développement du cancer du sein.  
En revanche, d’autres études ont rapporté la présence des HPV dans le cancer du sein. Ces 
travaux sont résumés dans le Tableau VI-1. Dans ces études le taux de positivité de ces virus 
dans le cancer du sein varie de 4,4 à 86% des cas selon les séries. Une des premières études 
réalisées dans ce domaine est celle de Di Lonardo qui a réussi à détecter par PCR le HPV16 
dans 29,4% des tumeurs du sein étudiées, mais l’utilisation de l’hybridation in situ n’a pas 
permis de mettre en évidence le virus dans ces cas (Di Lonardo et al., 1992). Dans une étude 
norvégienne (Hennig et al., 1999), réalisée sur une série de 41 patientes ayant en plus d’un 
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cancer du sein, une néoplasie cervicale intra-épithéliale de haut grade, le HPV16 a été détecté 
par PCR dans 46% des cas mais seulement un cas s’est révélé être positif par hybridation in  
situ. Cet auteur a suggéré que la présence de l’ADN du HPV16 dans le tissu mammaire 
pourrait être due à une « migration » du virus de son site initial d’infection (col utérin) vers 
d’autres organes via le sang ou la lymphe (Hennig et al., 1999). Une étude réalisée en 2001 
par Liu et ses collaborateurs aux Etats-Unis a  retrouvé les HPV16 et 18 dans 35% des cas 
(Liu et al., 2001). Une étude chinoise (Yu et al., 2000) a retrouvé le HPV33 dans 43,8% de 
cas de cancer du sein, mais n’a pas détecté les HPV 16 et 18. Il est important de noté que le 
HPV33 a été détecté par plusieurs équipes seulement chez des femmes asiatiques (Yu et al., 
1999 ; Yu et al., 2000 ; Li et al., 2002), suggérant ainsi une éventuelle différence dans la 
répartition géographique des différents types de HPV dans le cancer du sein. Dans une étude 
brésilienne plus récente réalisée sur 101 cas de cancer du sein, 21 lésions mammaires 
bénignes (fibroadénomes) et 20 prélèvements tissulaires mammaires non tumoraux (réduction 
mammaire), les HPV16 et 18 ont été détecté dans 24,7% des cas de cancer du sein (Damin et 
al., 2004). Ce taux rejoint celui de Li et ses collaborateurs en chine avec un pourcentage de 
23,1% (Li et al., 2002). Une récente étude a indiqué que le HPV16 serait le seul type présent 
chez  les femmes canadiennes atteintes de cancer du sein (Yasmeen et al., 2007). Au Moyen-
Orient, des études évaluant  la présence des HPV à haut risque oncogène ont rapporté des 
résultats surprenants. Les HPV18, 33 et 35 ont été détecté dans le cancer du sein de femmes 
turques dans 74% des cas analysés (Gumus et al., 2006). Les HPV33 et 35 ont été trouvé dans 
60% des cas de cancer du sein chez les femmes Syriennes et ceci dans une étude par PCR  
réalisée sur 113 cas de cancer du sein (Akil et al., 2008).  
L'absence de séquences de HPV dans notre étude ne peut être due à un biais de sélection étant 
donné que nous avons étudié une large série de cas (n=122) de cancer du sein aléatoirement 
choisis et obtenus à partir de patientes vivant dans une zone vaste de notre pays représentative 
de la population tunisienne. En outre, en se basant sur les données cliniques, aucune des 
patientes incluses dans cette étude n'a été auparavant traitée pour lésion bénigne ou maligne 
induite par le HPV telle que le cancer du col de l’utérus. 
Toutefois, il est probable que contrairement aux cancers du col de l'utérus, il serait difficile de 
détecter les HPV dans les échantillons de cancer du sein (Kan et al., 2005). Cette difficulté 
pourrait être due au nombre faible des particules virales dans les cas positifs de carcinome du 
sein. Seule une étude a tenté d'évaluer la charge virale de HPV dans des cas de cancer du sein 
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en utilisant la technique de PCR quantitative en temps réel, elle a indiqué que la charge virale 
était inférieure à une copie par cellule infectée (Khan et al., 2008). Cette faible charge virale 
suggère que les HPV seraient probablement non impliqués dans le développement des 
carcinomes mammaires et que leur présence pourrait être accidentelle.  
Ainsi, un récapitulatif de toutes les études publiées pourrait indiquer que des facteurs 
épidémiologiques, comme le pays d'origine et les antécédents de maladies HPV induites, 
pourraient jouer un rôle important dans la distribution des HPV dans le cancer du sein (Drain 
et al., 2002). Il est également important de prendre en compte que l’incidence des infections 
par les HPV chez la femme Tunisienne, qui appartient au monde arabo-islamique caractérisé 
par un style de vie conservateur, est inférieure à celle décrite dans les pays latino-américains 
et asiatiques, et les pays occidentaux. En outre, plusieurs caractéristiques démographiques 
telles que la malnutrition, la multiparité, et le manque d'accès aux soins pourraient expliquer 
certaines différences des taux d'infection par les HPV aussi bien dans le cancer du sein que 
dans le cancer du col de l'utérus.  
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Tableau VI-1 : Récapitulatif des travaux concernant la recherche des HPV dans le cancer du sein à travers le monde. 
Régions du 
monde Auteurs, années Pays Nature des échantillons 
Nombres de 
cas analysés Techniques 
a Pourcentage des cas HPV+ 
Génotypes de 
HPV détectés 
Amérique du 
Nord 
Bratthauer, 1992 Etats-Unis Tissus fixés 13 PCR type spécifique (HPV 6/11, 16, 18) 0,0 - 
Liu, 2001 Etats-Unis Tissus frais congelés 17 PCR HPV large spectre 35,3 16, 11, 18 
Amérique du 
sud 
Damin, 2004 Brésil Tissus fixés 101 PCR type spécifique (HPV 16, 18) 24,7 16,18 
Mendizabal-Ruiz, 2008 Mexique Tissus fixés 67 PCR HPV large spectre + RFLP 4,47 16, 18, 33 
de Leon, 2009 Mexique Tissus fixés 65 PCR HPV large spectre 29,4 16, 18 
Europe 
Di Lonardo, 1992 Italie Tissus fixés 17 
PCR type spécifique (HPV 16) 
HIS 
29,4 16 
Wrede, 1992 Royaume-Unis Tissus fixés 80 PCR type spécifique (HPV 16, 18) 0,0 - 
Czerwenka, 1996 Autriche Tissus fixés 20 
PCR HPV large spectre + type spécifique 
(HPV 6, 11, 16, 18, 31, 33, 35) 
0,0 - 
Henning, 1999 Norvège Tissus fixés 41 
PCR type spécifique (HPV11, 16, 18, 33) 
HIS 
46,3 16 
Widschwendter , 2004 Autriche Tissus fixés 11 PCR HPV large spectre + ELISA 63,6 16 
de Villiers, 2005 Allemagne Tissus fixés 29 
PCR HPV large spectre 
HIS 
86,0 6, 11 
Kroupis, 2006 Grèce Tissus frais congelés 107 
PCR HPV large spectre + type spécifique 
(HPV6, 11, 16) 
15,9 16, 58, 59, 73, 82 
Lindel, 2007 Suisse Tissus fixés 81 PCR HPV large spectre 0,0 - 
de Cremoux, 2008 France Tissus frais congelés 50 
PCR HPV large spectre + type spécifique 
(HPV16, 18, 33, 45) 
 
0,0 - 
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a
 : PCR : polymerase chain reaction ; HIS : hybridation in situ ; RFLP: restriction fragment length polymorphism ; Q-PCR: quantitative PCR.
Australie Kan, 2005 Australie Tissus fixés 50 PCR type spécifique (HPV 16, 18, 33) 48,0 18 
Asie 
Gopalkrishna, 1996 Inde Tissus frais congelés 30 PCR type spécifique (HPV 16, 18) 0.0 - 
Yu, 1999 
Chine et 
Japon 
Tissus fixés 72 PCR type spécifique (HPV 16, 18, 33) 
41,6 
11,1 
33 
Li, 2002 Chine Tissus fixés 28 PCR HPV large spectre 23,2  
Tsai, 2005 Taiwan Tissus frais congelés 69 PCR HPV large spectre 12,9  
Choi, 2007 Corée Tissus fixés 123 PCR HPV large spectre 6,5 16, 18 
Khan, 2008 Japon Tissus fixés 124 
PCR HPV large spectre + type spécifique 
(HPV 16, 18, 33) + Q-PCR 
19,0 16, 6, 18, 33 
Moyen-Orient 
Gumus, 2006 Turquie Tissus frais congelés 50 - 74,0 16, 33 
Akil, 2008 Syrie Tissus fixés 113 
PCR HPV large spectre + type spécifique 
(HPV 16, 18, 31, 33, 35) 
61,0 33, 35, 18, 16, 31 
Afrique Présente étude Tunisie 
Tissus frais congelés et 
tissus fixés 
122 
PCR HPV large spectre + type spécifique 
(HPV 16, 18, 31, 33) 
HIS 
0,0 - 
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En conclusion, le travail présenté dans ce chapitre constitue la première étude qui 
s’intéresse à la recherche des papillomavirus humains dans le cancer du sein chez la femme 
tunisienne. 
Nous avons recherché ces virus par plusieurs techniques PCR visant l’amplification de 
différentes séquences génomiques appartenant aux régions L1, E1, E6 et E7 d’un large 
spectre de HPV ano-génitaux HPV6, 11, 13, 16, 18, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 39, 40, 42, 45, 51, 
52, 53, 56, 57, 58, 61 et 66.  
De plus, nous avons utilisé une technique morphologique d’hybridation in situ utilisant des 
sondes permettant la détection d’un large spectre de HPV ano-génitaux (HPV6, 11, 16, 18, 
31, 33, 35, 39, 45, 51 et 52) et des sondes types spécifique permettant la détection sélective 
des HPV à haut risque (HPV16 et 18), des HPV à risque intermédiaire (HPV31 et 33) et des 
HPV à faible risque (HPV6 et 11). 
En dépit de l’utilisation de ces différentes techniques de PCR et d’hybridation in situ, aucun 
des 122 cas de cancer du sein étudiés n’a été testé positif pour les différents types de HPV 
analysés.  
Les résultats de ce chapitre suggèrent que les papillomavirus ano-génitaux (HPV6, 11, 13, 
16, 18, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 39, 40, 42, 45, 51, 52, 53, 56, 57, 58, 61 et 66) ne sont pas 
impliqués dans le développement du cancer du sein chez la femme en Tunisie. Cependant, la 
possibilité que d'autres génotypes de HPV contribuent à la carcinogenèse du sein ne peut être 
éliminée. 
 
  
 
 
 
Chapitre VII 
Herpesvirus humains et cancer du sein en 
Tunisie 
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VII.1. Introduction 
Dans les chapitres précédents nous avons étudié la prévalence de trois types de virus dans le 
cancer du sein chez la femme tunisienne : le virus SV40, le virus MMTV-like et les 
papillomavirus. Nous avons démontré une présence significative des virus SV40 et  MMTV-
like dans le tissu mammaire tumoral dans respectivement 22 et 14 % des cas analysés 
(Hachana et al., 2008 ; Hachana et al., 2009). Mais aucun des cas testé n’a montré de 
positivité pour les papillomavirus. Dans le présent chapitre-nous nous intéressant à un autre 
groupe de virus les herpesvirus humains. Parmi ces derniers, le virus d'Epstein-Barr (EBV ou 
HHV4) et l’herpesvirus-8 humain (HHV8) sont maintenant largement reconnus en tant 
qu'oncogènes et sont spécifiquement associés à certains types de tumeurs humaines telle que 
le lymphome de Burkitt et le carcinome du nasopharynx pour l’EBV, et le sarcome de Kaposi 
pour le virus HHV8. En dehors de l'EBV et du HHV8, d'autres virus appartenant à la famille 
des Herpesviridae, tels que les virus de l'herpès simplex (HSV1), le cytomégalovirus (CMV) et 
le HHV6 ont été détectés dans différentes pathologies et tumeurs humaines mais leur 
implication dans le déclenchement du mécanisme pathogénique n’est toujours  pas confirmé 
(Berneman et al., 1998). 
L'objectif de ce chapitre est d'étudier une éventuelle association entre les herpesvirus humains 
et le cancer du sein en Tunisie. En premier lieu, nous avons évalué la prévalence des 
herpesvirus suivants HSV1, EBV, CMV, HHV6 et HHV8 dans 122 cas de cancer du sein en 
utilisant des techniques de PCR, d’hybridation in situ et d’immunohistochimie. Puis, nous 
avons étudié la relation entre la présence de ces virus et plusieurs paramètres clinio-
pathologiques afin de préciser le profil clinico-pathologique des tumeurs associées à ces virus. 
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VII.2. Méthodologie 
VII.2.1. Population d’étude 
Cette partie du travail a porté sur les 122 cas de cancer du sein déjà analysés dans les 
chapitres précédant V et VI. L’ADN extrait à partir des tissus tumoraux congelés a été utilisé 
pour la recherche des herpesvirus humains par PCR. Des blocs de tissus tumoraux inclus en 
paraffine sélectionnés auparavant ont été utilisés pour l’exploration morphologique des ces 
virus par immunohistochimie et hybridation in situ. 
VII.2.2. Recherche de l'ADN génomique des herpesvirus par PCR 
La présence des herpesvirus humains dans les tumeurs mammaires a été explorée par PCR 
utilisant des couples d’amorces spécifiques pour la détection des herpesvirus suivant : HSV1, 
EBV, CMV, HHV6 et HHV8 comme décrit précédemment dans le chapitre II consacré aux 
techniques générales. La recherche de ces herpesvirus par PCR a été réalisée sur l’ADN 
extrait à partir des tissus tumoraux congelés disponibles pour chaque patiente.  
VII.2.3. Immunohistochimie 
L’étude immunohistochimique a été effectuée pour l’analyse de l’expression des protéines de 
la phase de latence (LMP-1) et de la phase de lyse (ZEBRA) de l’infection par le virus EBV à 
l’aide d’anticorps spécifiques anti-LMP-1 et anti-ZEBRA. Cette technique a été réalisée sur 
des coupes tissulaires déparaffinées selon le protocole précédemment détaillé dans le chapitre 
II consacré aux techniques générales. 
VII.2.4. Hybridation in situ 
La recherche et la localisation cellulaire du virus EBV a été effectuée en utilisant la technique 
morphologique d’hybridation in situ visant la détection des ARNs EBER1 et 2. Cette 
technique a été également appliquée sur des coupes tissulaires déparaffinées selon le 
protocole précédemment détaillé dans le chapitre consacré aux techniques générales. 
VII.2.5. Analyse statistique 
Les tests Chi-carré et exact de Fisher ont été utilisés pour rechercher une association entre la 
présence des herpesvirus d’une part et les paramètres cliniques et pathologiques, le statut de 
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l’expression des récepteurs à l'œstrogène et à la progestérone, la surexpression de HER2, 
l’accumulation de P53 et le statut de méthylation de certains gènes suppresseurs de tumeur 
d’autre part. 
Le test non paramétrique de Mann-Whitney a été utilisé pour comparer la distribution ainsi 
que les moyennes des index de méthylation entre les cas de cancer du sein virus-positifs et 
virus-négatifs afin d’évaluer l’impact de la  présence des herpesvirus sur la méthylation 
globale de l’ADN.  
L’impact de la présence des herpesvirus sur la survie globale et la survie sans rechute des 
patientes a été évalué par la méthode de Kaplan-Meier et la comparaison de la survie entre les 
différents groupes a été réalisée par le test du log-rank bilatéral.  
Pour tous les tests statistiques utilisés dans ce travail, une valeur bilatérale de p ≤ 0,05 a été 
considérée comme significative. 
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VII.3. Résultats 
VII.3.1. Détection des herpesvirus par PCR 
Tous les cas inclus dans ce travail ont été analysés par PCR en vue d’une évaluation de la  
présence de l’ADN des herpesvirus humains suivant HSV1, EBV, CMV, HHV6 et HHV8. 
Aucun des échantillons tumoraux examinés n’a révélé la présence de l’ADN génomique viral 
des herpesvirus suivants : HSV1, CMV, HHV6 ou HHV8 (Figure VII-1a, c, d et e). En 
revanche, l'ADN de l’EBV a été  retrouvé dans 27% (33/122) des cas (Figure VII-1b). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure VII-1: Exemples représentatifs de gels d’agarose à 2% colorés au bromure d’éthidium 
après électrophorèse des produits d’amplification par PCR pour la détection des herpesvirus 
humains dans des cas de cancer du sein : a : herpesvirus simplex 1 (HSV1), b : virus d'Epstein-
Barr (EBV), c : cytomégalovirus (CMV), d : herpesvirus humain 6 (HHV6),  e : herpesvirus 
humain 8 (HHV8). Les pistes M indiquent le marqueur de poids moléculaire (échelle d’ADN à 50 
pb, Promega), les pistes P correspondent aux témoins positifs et les pistes N correspondent au 
contrôle négatif (eau bi-distillée à la place de l’ADN matrice). 
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VII.3.2. Détection des protéines virales LMP-1 et ZEBRA par immunohistochimie 
L’analyse par immunohistochimie de l’expression des protéines de la phase de latence (LMP-
1) et de la phase de lyse (ZEBRA) de l’infection par l’EBV utilisant les anticorps spécifiques 
anti-LMP-1 et anti-ZEBRA n’a révélé aucun cas de cancer du sein positif même parmi les cas 
de cancers du sein testés positifs par PCR. 
VII.3.3. Détection du génome de l’EBV par hybridation in situ 
Aucun des cas analysés par la technique d’hybridation in situ n’a montré de positivité au 
niveau des cellules mammaires tumorales. Par contre, quelques cas ont montré une positivité 
dans de rares lymphocytes infiltrant le stroma tumoral. 
VII.3.4. Caractéristiques clinico-pathologiques des cas de cancer du sein associés à la 
présence de l’ADN génomique de l’EBV  
La répartition des cas de cancer du sein EBV+ et des cas EBV- en fonction des paramètres 
cliniques et pathologiques est présentée dans le Tableau VII-1. En analysant ces données, 
seule une corrélation significative entre la négativité de l’expression des récepteurs à 
l’œstrogène et la présence de l’ADN de l’EBV a été retrouvée (p=0,008). 
D’autre part, le statut de méthylation des promoteurs des gènes suppresseurs de tumeurs 
rapporté dans le chapitre IV pour les 109 cas de carcinome canalaire infiltrant a été aussi 
déterminé pour les autres types de cancer du sein (carcinome lobulaire infiltrant (n=5), 
carcinome médullaire (n=6) et cancer du sein inflammatoire (n=2)). L’évaluation d’une 
éventuelle association entre le statut de méthylation de ces gènes et la présence de l'EBV dans 
le cancer du sein n’a révélée aucune corrélation statistiquement significative (Figure VII-4a). 
De plus, la moyenne des index de méthylation, varie d’une manière non significative entre les 
groupes EBV-positifs et EBV-négatifs (0,426 ± 0,022 versus 0,407 ± 0,031 ; p=0,589) 
(Figure VII-4b). 
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Figure VII-2 : Histogramme représentant la fréquence de l’hyperméthylation des 15 gènes 
analysés (a) et l’index de méthylation (b) dans les cancers du sein EBV-positifs (barres pleines) 
et les cancers du sein EBV-négatifs (barres vides).  Les fréquences de méthylation dans les cas 
EBV-positifs et EBV-négatifs ont été comparées utilisant les tests Chi-2 et exacts de Fisher. Les 
moyennes de l’index de méthylation entre ces deux groupes ont été comparées par le test non 
paramétrique de Mann-Whitney U. Aucune différence statistiquement significative n’a été observée 
entre les groupes comparés. 
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Tableau VII-1 : Analyse comparative des caractéristiques clinico-pathologiques des cas de 
cancer du sein EBV-positifs et EBV-négatifs. 
 
a les valeurs de P sont calculées par le test chi-2 ou le test exact de Fisher et sont considérées statistiquement 
significatives lorsque P ≤ 0,05; les valeurs en gras indique des corrélations significatives. 
 
Variable Nombre de cas 
EBV-positifs 
Nombre de cas 
EBV-négatifs 
Valeur de P a 
Age (ans)   0,253 
≤ 50 16 54  
>50 17 35  
Grade histopronostique   0,281 
Grade I 6 17  
Grade II 10 33  
Grade III 16 29  
Taille tumorale (mm)   0,415 
≤ 20 6 20  
>20 27 70  
Métastases ganglionnaires   0,582 
- 21 60  
+ 7 14  
Récepteurs à l’œstrogène   0,008 
- 25 43  
+ 8 46  
Récepteurs à la progestérone   0,063 
- 22 42  
+ 11 47  
HER2   0,780 
Absence de surexpression 25 65  
Présence de surexpression 8 24  
P53   0,920 
Absence d’accumulation  17 49  
Présence d’accumulation 16 40  
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VII.3.5. Valeur pronostic de la détection des herpesvirus humains 
L'analyse des données de survie selon le statut de l'EBV a permis d’identifier une survie 
globale (Figure VII-5a) et une survie sans rechute (Figure VII-5b) plus importante pour les 
patientes ayant un cancer du sein EBV négatif comparativement aux patientes ayant un cancer 
du sein EBV positif, mais la différence n'atteint pas le seuil de signification statistique 
(p=0,193 et p=0,202 respectivement).  
 
Figure VII-3: Courbes de survie globale (a) et de survie sans rechute (b) des patients atteints de 
cancer du sein en Tunisie en fonction de la présence et l’absence du virus EBV dans les tumeurs.  
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VII.4. Discussion 
Dans ce chapitre, nous avons évalué la prévalence des herpesvirus humains (HSV1, EBV, 
CMV, HHV6 et HHV8) dans le cancer du sein en Tunisie en utilisant des techniques de PCR, 
d’immunohistochimie et d’hybridation in situ.  
En utilisant la technique de PCR nous avons mis en évidence la présence de l'ADN 
génomique de l'EBV dans 33 cas de cancer du sein (27%). Durant ces dernières années, 
plusieurs laboratoires ont étudié l’implication du virus EBV dans le cancer du sein, utilisant 
différentes techniques de PCR, d’hybridation in situ et d’immunohistochimie. Parmi les 
études utilisant la PCR, le génome de l'EBV a été retrouvé dans 2 à 66% de cas de cancer du 
sein (Gaffey et al., 1993 ; Bonnet et al., 1999 ; Lespagnard et al., 1995 ; McCall et al., 2001 ; 
Serraino et al., 2001 ; Preciado et al., 2005 ; Perkins et al., 2006) (Tableau VII-2). La PCR 
est potentiellement la méthode la plus sensible et la plus spécifique pour la détection de 
l'ADN génomique viral. Mais elle ne permet pas la détermination de l’origine cellulaire des 
ADNs viraux détectés (Glaser et al., 1997). En effet, il est largement admis que des 
lymphocytes infectés par l’EBV existent dans le stroma tumoral, ce qui pourrait expliquer la 
détection de l'EBV dans le tissu tumoral mammaire par PCR (Herrmann et al., 2003).  
La localisation du génome viral au niveau cellulaire n’est possible que par l’application de 
techniques morphologiques comme l'hybridation in situ ou l’immunohistochimie. Dans le 
présent travail nous n'avons pas détecté par immunohistochimie l’expression au niveau des 
cellules tumorales des protéines virales LMP1 et ZEBRA. L’analyse par immunohistochimie 
de l’expression de l’oncoprotéine virale LMP1 est une approche sensible mais limitée par le 
fait que LMP1 ne s’exprime pas dans certains types de tumeurs associées à l’EBV tel que le 
lymphome de Burkitt. En accord avec nos résultats, plusieurs études analysant l’expression de 
la protéine LMP1 par immunohistochimie dans le cancer du sein ont rapporté des résultats 
négatifs (Lespagnard et al., 1995 ; Chu et al., 1998 ; McCall et al., 2001 ; Chu et al., 2001 ; 
Deshpande et al., 2002).  
Également, nous n'avons pas détecté le virus EBV au niveau des cellules tumorales en 
utilisant la technique d'hybridation in situ EBERs. Mais, quelques cas ont montré une 
positivité par hybridation in situ dans de rares lymphocytes du stroma. Ce résultat nous 
permet de déduire que l’ADN viral détecté par PCR dans les cas de cancer du sein analysés 
pourrait avoir comme origine des lymphocytes infectés par l’EBV et infiltrant le stroma 
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tumoral. En outre, en analysant les paramètres clinico-pathologiques nous avons trouvé une 
corrélation significative entre la présence de l’EBV et la négativité des récepteurs à 
l'œstrogène (p=0,008). Nos résultats sont en accord avec plusieurs études précédentes qui ont 
noté une forte association entre la présence de l'EBV et des éléments qui reflétent le 
phénotype agressif des tumeurs du sein telles que le grade histopronostic SBR élevé, la 
présence de ganglions métastatiques et la négativité des récepteurs hormonaux (Bonnet et al., 
1999 ; Chu et al., 2001 ; Fina et al., 2001). Or il est bien connu que les tumeurs mammaires 
agressives présentent souvent un stroma inflammatoire, abondant, riche en lymphocytes. Ce 
qui renforce également l’hypothèse que le signal de positivité de l’EBV par PCR pourrait 
provenir de ces lymphocytes. 
Parmi toutes les études précédentes concernant l’évaluation de la présence de l’EBV dans les 
cancers du sein par hybridation in situ (Bonnet et al., 1999 ; McCall et al., 2001 ; Glaser et 
al., 1997 ; Chu et al., 2001 ; Deshpande et al., 2002 ; Labrecque et al., 1995 ; Brink et al., 
2000 ; Dadmansh et al., 2001 ; Fina et al., 2001 ; Kijima et al., 2001 ; Grinstein et al., 2002 ; 
Xue et al., 2003), seulement trois d’entre elles ont montré des résultats positifs (McCall et al., 
2001 ; Labrecque et al., 1995 ; Fina et al., 2001). Dans ces trois études, la détection des ARN 
EBERs n’a concerné qu’une faible proportion de cellules tumorales (Fina et al., 2001). De ce 
fait, il est possible que les cellules tumorales du sein n’expriment pas EBERs ou bien qu’elles 
l’expriment à de faibles quantités, indiquant ainsi que le cancer du sein n’appartient pas aux 
tumeurs traditionnellement associées à l’EBV et qui expriment fortement EBERs dans la 
presque totalité des cellules tumorales (Bonnet et al., 1999). Mais cette hypothèse reste à 
démontrer et elle est contestée par plusieurs auteurs. 
Récemment, Arbach et ses collaborateurs (Arbach et al., 2006) ont constaté que l’infection 
des lignées cellulaires carcinomateuses mammaires MCF7 et BT474 par l’EBV leur confère 
une résistance accrue aux drogues chimiothérapeutiques en facilitant l'expression du gène 
MRD-1 (multidrug-résistance gene-1). En outre, Lin et ses collaborateurs (Lin et al., 2007) 
ont rapporté que l'infection de certaines lignées cellulaires carcinomateuses mammaires par 
l’EBV induit l'activation des voies de signalisation HER2/HER3. Ces données sont 
compatibles avec les résultats d’une étude in vitro plus ancienne indiquant que la 
surexpression de HER2 ou du gène MRD-1 rend les cellules tumorales du sein hautement 
résistantes aux drogues chimiothérapeutiques, en particulier le Paclitaxel® (Yu et al., 1998). 
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Curieusement, dans notre étude, nous n'avons pas trouvé de corrélation entre la présence de 
l'ADN du génome de l’EBV et la surexpression de l’oncoprotéine HER2.  
L’hyperméthylation des îlots CpG au niveau du promoteur des gènes constitue un mécanisme 
important dans la régulation et la suppression de la transcription des gènes suppresseurs de 
tumeurs. Le profil de méthylation de certains gènes suppresseurs de tumeurs constitue une 
signature spécifique pour plusieurs types de tumeurs humaines. Des études récentes, 
effectuées sur les carcinomes gastriques associés à l’EBV, ont décrit une corrélation entre la 
présence de l'EBV et l’hyperméthylation globale de l'ADN génomique de la tumeur, induisant 
la suppression de l’expression de nombreux gènes suppresseurs de tumeur dans ce type de 
cancer (Osawa et al., 2002 ; Chang et al., 2003 ; Sudo et al., 2004 ; Sakuma et al., 2004). 
Notre travail représente la première étude qui a exploré la relation entre la présence de l'EBV 
et l’hyperméthylation de certains gènes suppresseurs de tumeur dans le cancer du sein. 
Aucune association entre la présence de l’EBV et l’hyperméthylation de ces gènes n’a été 
retrouvée dans notre étude.  
D’un autre côté, l'analyse des données de survie de nos patientes selon le statut de l'EBV a 
montré une survie plus longue des patientes EBV-positifs comparativement aux cas EBV-
négatifs, mais la différence n'atteint pas le seuil de signification statistique. En analysant les 
données de la littérature, nous n’avons pas trouvé d’études publiés qui ont tenté d’explorer 
l’impact pronostique de la présence de l’EBV dans le cancer du sein. D’autres études incluant 
un nombre plus important de cas sont nécessaire pour évaluer la signification pronostique de 
la présence de l’EBV dans le cancer du sein. 
Dans ce chapitre nous avons aussi utilisé la technique de PCR utilisant des amorces 
spécifiques visant l’amplification de séquences d’ADN appartenant respectivement aux 
herpesvirus humains suivants HSV1, CMV, HHV6 et HHV8. Utilisant cette technique nous 
n’avons pas trouvé de séquences d’ADN appartenant à ces virus dans les 122 cas de cancer du 
sein analysés. Dans une étude Taïwanaise analysant la présence des herpesvirus humains 
suivants HSV1, CMV, HHV6 et HHV8 dans une série de 62 cas de cancer du sein, les virus 
CMV et HHV8 ont été détectés par PCR respectivement dans 76 et 45% des cas (Tsai et al., 
2005). Mais aucune technique morphologique permettant de vérifier l’origine cellulaire des 
génomes viraux n’a été utilisée par ces auteurs, rendant ainsi difficile d’évaluer la 
signification biologique de leurs résultats. En effet, les herpesvirus infectent 70-90% des 
individus à travers le monde. Après la primo-infection durant l'enfance, ces virus persistent à 
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l’état latent dans l’organisme surtout dans les lymphocytes Par conséquent, la simple 
détection de ces virus par PCR dans les tissus tumoraux ne permet pas de fournir une 
évidence sur la présence de ces virus dans les cellules néoplasiques.  
L’analyse de l’impact du virus HSV1 sur les animaux de laboratoire et les cultures cellulaires 
in vitro a permis de démontrer qu’il est capable d’induire des transformations malignes, par 
induction d’aberrations chromosomiques, de mutations et d’amplifications géniques en 
présence de lumière ultraviolette ainsi que d’autres carcinogènes, comme les nitrosamines et 
les extraits de tabac (Lusso et Gallo, 1994 ; Dockrell, 2003). Une étude antérieure a suggéré 
que le virus HSV1 pourrait être un cofacteur dans l'oncogenèse des tumeurs de la sphère orale 
(Yang et al., 2004). Cependant, le potentiel oncogène direct de ce virus n'a pas été encore 
clairement mis en évidence. 
Quant au cytomégalovirus humain (CMV), il infecte divers types de cellules humaines, y 
compris les cellules gliales, les cellules endothéliales et les cellules épithéliales (Hummel et 
al., 2002). En tant qu’herpesvirus, le CMV infecte presque 80% de la population humaine 
adulte et persiste dans les cellules réservoirs durant toute la vie. Ce virus interfère avec les 
voies cellulaires intrinsèques et extrinsèques de l'apoptose agissant sur les protéines p53 ou 
p73, favorisant la multiplication cellulaire anarchique (Michaelis et al., 2004).  Néanmoins, ce 
virus n'est pas encore identifié comme un oncogène parfait, en particulier in vivo (Hsu et al., 
2004). Cependant, des études récentes ont impliqué le CMV dans la pathogénie des gliomes, 
des cancers de la prostate et du colon (Cobbs et al., 2002 ; Samanta et al., 2003 ; Harkins et 
al., 2002). En outre une étude a suggéré que l'exposition à ce virus à un âge avancé pourrait 
représenter un facteur de risque pour le développement du cancer du sein (Richardson et al., 
1997). La négativité de la détection de ce virus dans notre série indique qu’il n’est pas 
impliqué dans la pathogénie du cancer du sein chez la femme tunisienne. 
Le virus HHV6 a été détecté dans des carcinomes oraux, des carcinomes cervicaux, des 
lymphomes Hodgkiniens et non Hodgkiniens ainsi que d'autres types de tumeurs (Levy, 
1997 ; Kosuge, 2000). Ce virus produit, chez les hôtes immunodéprimés, une protéine 
oncogène ORF-1 qui se fixe sur la protéine p53 sauvage empêchant la régulation du cycle 
cellulaire (Flaitz, 1998). Malgré cette constatation, le pouvoir oncogène de ce virus n’a pas 
encore été établi. Dans notre étude ce virus n’a pas été trouvé dans le cancer du sein chez la 
femme tunisienne. 
Chapitre VII  
 
159 
 
Dans la population adulte, la séroprévalence du HHV8 varie de moins de 5% dans la majorité 
des pays occidentaux (Etats-Unis, l’Europe du Nord) et en Asie du Sud-est, à 10-30% dans les 
pays du Moyen-Orient et méditerranéens, et à jusqu'à 50% dans l’Afrique centrale et 
méridionale (Chatlynne et al., 1999). Ce virus a été détecté pour la première fois dans le 
sarcome de Kaposi de patients infectés par le HIV ou chez des greffés (Chang et al., 1994). 
En effet, la répartition géographique du virus HHV8 n'est pas ubiquitaire comme les autres 
herpesvirus mais elle est principalement liée aux zones de forte endémicité pour le sarcome de 
Kaposi (de-The et al., 1999 ; Gessain et al., 1999). En outre, le HHV8 a été clairement associé 
à une forme particulière de lymphome, le lymphome des séreuses (Cesarman et al., 1995 ; 
Nador et al., 1996), aussi qu’à d’autres types rares de lymphomes (Chadburn et al., 2004) et à 
certaines formes agressives de la maladie de Castleman multicentrique (Gessain et al., 1996 ; 
Soulier et al., 1995). En dépit de l’utilisation d’une technique PCR semblable à celle utilisée 
par l'étude taïwanaise, nos résultats diffèrent de ceux indiqués par cette étude qui montre la 
présence de ce virus dans 45% des cas. En effet, dans notre étude, nous n'avons pas détecté 
HHV8 dans nos échantillons de carcinome du sein. Par conséquent, il est peu probable que ce 
virus joue un rôle dans la pathogénie du cancer du sein chez les femmes tunisiennes. D’autres 
études examinant des populations différentes seraient nécessaires pour évaluer la participation 
possible du HHV8 dans le cancer du sein. 
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Tableau VII-2 : Récapitulatif des travaux concernant la recherche de l’EBV dans le cancer du sein à travers le monde. 
Régions du 
monde Auteurs, années Pays Nature des échantillons 
Nombres de 
cas analysés Techniques utilisées 
Pourcentage 
des cas EBV+ 
Amérique du 
Nord 
Gaffey et al. (1993) Etats-Unis Tissus fixés 35 PCR 0 
Glaser et al. (1998) Etats-Unis Tissus fixés 107 HIS (sondes EBERs) 0 
Chu et al. (2001) Etats-Unis 
Tissus frais congelés et 
Tissus fixés 
48 
PCR 
HIS (sondes EBERs) 
IHC (LMP1) 
10,5 
McCall et al. (2001) Etats-Unis Tissus frais congelés 115 
PCR 
HIS (sondes EBERs) 
IHC (LMP1) 
2 
50 
Grinstein et al. (2002) Etats-Unis Tissus fixés 33 PCR 42 
Deshpande et al. (2002) Etats-Unis Tissus fixés 43 
PCR,  
HIS (sondes EBERs)  
 IHC (EBNA1, LMP1 et LMP2) 
0 
Thorne et al. (2005) Etats-Unis Tissus fixés 55 Q-PCR 7 
Perrigoue et al. (2005) Etats-Unis Tissus fixés 45 PCR, HIS (sondes EBERs) 0 
Perkins et al. (2006) Etats-Unis Tissus frais congelés 24 Q-PCR 45,8 
Amérique du 
sud 
Preciado et al. (2005) Argentine Tissus frais congelés 39 
PCR  
IHC 
31 
35 
Europe 
Labrecque et al. (1995) Royaume-Unis  Tissus frais congelés 91 
PCR 
HIS (sondes EBERs) 
21 
32 
Lespagnard et al. (1995) Belgique  Tissus fixés 10 PCR, HIS, IHC(LMP1) 0 
Luqmani and Shousha 
(1995) 
Royaume-Unis Tissus fixés 28 
Nested PCR 
HIS (sondes EBERs) 
54 
0 
Bonnet et al. (1999) France  Tissus frais congelés 10 
PCR 
HIS (sondes EBERs) 
 IHC 
51 
0 
0 
Brink et al. (2000) Pays-Bas Tissus frais congelés 24 
PCR 
HIS (sondes EBERs) 
21 
0 
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a
 : PCR : polymerase chain reaction ; HIS : hybridation in situ ; IHC :  immunohistochimie ; Q-PCR: quantitative PCR 
 
Fina et al. (2001) France  
Tissus frais congelés et 
Tissus fixés 
509 PCR 31,8 
Murray et al. (2003) Royaume-Unis Tissus fixés 92 
PCR  
IHC (EBNA1) 
21 
Herrmann and 
Niedobitek (2003) 
Allemagne  Tissus fixés 59 
PCR 
HIS (sondes EBERs) 
6,8 
0 
Xue et al. (2003) Royaume-Unis Tissus frais congelés 15 PCR 40 
Arbach et al. (2006) France  Tissus frais congelés 95 Q-PCR 46 
Chu et al. (1998) Taiwan  Tissus fixés 60 HIS (sondes EBERs) 0 
Kijima et al. (2001) Japon  Tissus fixés 61 HIS (sondes EBERs) 0 
Tsai et al. (2005) Taiwan  Tissus frais congelés 62 PCR 45,2 
Moyen-Orient Kalkan et al. (2005) Turquie Tissus fixés 57 
PCR 
HIS (sondes EBERs) 
22,8 
0 
Afrique 
Fawzy et al. (2008) Egypte  Tissus fixés 40 
PCR 
IHC (EBNA1) 
25,0 
Présente étude Tunisie 
Tissus frais congelés et 
tissus fixés 
122 
PCR,  
IHC (LMP1et ZEBRA) 
HIS(sondes EBERs) 
 
27,0 
0 
0 
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En conclusion, Dans ce chapitre nous avons analysé la présence des herpesvirus humains 
dans le cancer du sein, et nous avons essayé de préciser le profil clinicopathologique des 
cancers mammaires associés à ces virus. 
Nous avons recherché les herpesvirus humains suivants HSV1, EBV, CMV, HHV6 et HHV8 
en utilisant les techniques de PCR, d’hybridation in situ et d’immunohistochimie. 
En utilisant  la technique PCR, les virus HSV1, CMV, HHV6 et HHV8 n’ont pas été détectés 
dans aucun des 122 cancers du sein inclus dans cette étude ; ce résultat suggère que ces virus 
ne sont pas impliqués dans le cancer du sein dans notre pays. 
En revanche, nous avons détecté par PCR la présence de séquences d’ADN appartenant au 
génome du virus EBV dans 27% des cas de cancer du sein. Cependant, en utilisant les 
techniques morphologiques d’hybridation in situ et d’immunohistochimie, ce virus n’a pas été 
retrouvé dans les cellules tumorales. Par contre une positivité par hybridation in situ dans de 
rares lymphocytes du stroma tumoral a été notée, suggérant que le signal détecté par PCR 
provenait de ces lymphocytes. 
En tenant compte des données cliniques et pathologiques, seule une corrélation significative 
entre la présence de l’ADN du génome de l’EBV et la négativité des récepteurs à l’œstrogène 
a été mise en évidence. Aucun impact de la présence de ce virus sur la méthylation aberrante 
des gènes suppresseurs de tumeurs n’a été trouvé. D'un autre côté, l'analyse des données de 
la survie selon le statut de l'EBV a permis d’identifié une survie plus large des patientes ayant 
un cancer du sein EBV négatif comparativement aux patientes ayant un cancer du sein EBV 
positif, mais la différence n'atteint pas le seuil de signification statistique (p=0,193). 
Les résultats de ce chapitre indiquent la présence de l’ADN de l’EBV par PCR dans 27% des 
cas de cancer du sein, mais l’absence de ce virus au niveau des cellules tumorales suggère 
que ce virus n’est pas impliqué dans la pathogénie du cancer du sein dans notre pays. 
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La cancérogenèse est une prolifération maligne complexe qui se fait en plusieurs étapes. Au 
cours des 30 dernières années, plusieurs investigations ont permis de mettre en évidence que 
différents virus joueraient un rôle important dans la genèse de plusieurs types de cancers chez 
l'Homme (Yost et al., 2001 ; Ries et al., 2002). Par exemple, le virus HTLV-1 (T-cell 
leukemia virus), le virus d'Epstein-Barr (EBV), l'herpesvirus humain (HHV)-8 et les 
papillomavirus humains sont reconnus actuellement comme des virus oncogènes associés à 
différents types de cancers chez l'Homme (Matsuoka, 2003 ; Macsween et Crawford, 2003 ; 
Ganem, 1997 ; Zur Hausen, 2000). 
Le cancer du sein est une tumeur maligne très fréquente et représente l’une des principales 
causes de décès chez la femme dans le monde. En dehors de facteurs génétiques héréditaires 
influençant le développement du cancer du sein et l’existence de facteurs augmentant le risque 
de développer ce cancer, son étiologie  reste largement inconnue. Par ailleurs la relation entre 
les virus et le cancer du sein a pendant des décennies fasciné la communauté scientifique, et 
cela depuis la découverte par Bittner en 1936 que le développement des tumeurs mammaires 
chez la souris est causé par un virus appelé MMTV. Des particules semblables à ce virus de 
souris, appelées MMTV-like, ont été également identifiées dans le cancer du sein sporadique 
chez l’Homme, suggérant une étiologie virale possible du cancer du sein (Holland et Pogo, 
1999).  
L’objectif de notre présent travail a été l’étude de la prévalence et l’implication du 
polyomavirus SV40, du rétrovirus MMTV-like, des herpesvirus et des papillomavirus 
humains dans le cancer du sein chez la femme tunisienne. Notre but a été également d’évaluer 
l’impact de la présence de ces virus sur la méthylation de certains gènes suppresseurs de 
tumeur et d’évaluer l’impact pronostique de la présence de ces virus dans le cancer du sein. 
Ce travail regroupe ainsi, pour la première fois, l’analyse de la présence d’un large groupe de 
virus dans le cancer du sein dans une population donnée. 
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VIII.1. Validité des résultats de l’étude 
Au cours de ce travail nous avons analysé une large série de cas de cancer du sein choisis sur 
la base de la présence conjointe d’un tissu tumoral et d’un tissu normal adjacent à la tumeur et 
ceci pour chaque patiente. Nos patientes sont originaires d’une vaste zone de notre pays, 
couvrant les gouvernorats de Sousse, Monastir, Mahdia, Kairouan, Sidi-Bouzid, Kasserine et 
Gabès, et peuvent donc être considérées comme représentatives de la population féminine 
Tunisienne.  
L’évaluation de la présence du polyomavirus simien SV40, du rétrovirus MMTV-like, des  
papillomavirus humains et des herpesvirus humains a été réalisée par diverses techniques de 
PCR, d’hybridation in situ et d’immunohistochimie ayant une sensibilité élevée, une 
reproductibilité satisfaisante et validées précédemment par plusieurs études à travers le 
monde. De plus la recherche de ces agents infectieux a été réalisée sur des échantillons 
tissulaires de bonne qualité. En effet, toutes les techniques PCR ont été réalisées sur des 
extraits d’ADN obtenus à partir de tissus frais congelés à -80°C immédiatement après la 
résection chirurgicale de la tumeur. De plus, un contrôle microscopique de ces échantillons 
tissulaires a été effectué pour s’assurer de la présence de cellules tumorales dans ces 
prélèvements. Un contrôle microscopique des échantillons tissulaires fixés au formol et 
conservés en paraffine, utilisés au préalable par le pathologiste pour le diagnostic 
anatomopathologique, a été effectué afin de sélectionner des blocs convenables pour les 
techniques d’hybridation in situ et d’immunohistochimie. 
De plus, pour s’assurer de l’authenticité des résultats obtenus par les différentes techniques 
utilisées, lors de l’exploration de la présence de ces virus dans le cancer du sein, nous avons 
inclus conjointement des témoins positifs et négatifs appropriés à chaque technique et à 
chaque virus. 
Ainsi pour la recherche du virus SV40 par PCR nous avons utilisé comme témoin positif le 
plasmide pSVSph21-N contenant une copie du génome de la souche de référence 776 du virus 
SV40, offert par le Dr R. Vilchez (Baylor College of Medecine, Etats-Unis). Pour l’étude de 
l’expression des oncoprotéines t/Tag de ce virus, par immunohistochimie, nous avons utilisé 
un échantillon tissulaire d’un adénocarcinome prostatique d’une souris transgénique SV40 
positif, gracieusement offert par le Pr P. Wikstrôm (Department of Medical Bioscience and 
pathology, Umea, Suède). Quant au témoin positif utilisé pour la détection du virus MMTV-
like par PCR on a eu recours à un fragment d’ADN de 2,7 kb de la région env-LTR de ce 
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virus, gracieusement offert par le Dr Beatriz G.T.Pogo (Faculté de Médecine de New York, 
Etats-Unis). Par ailleurs, pour l’exploration de la présence des herpesvirus humains (HSV1, 
EBV, CMV, HHV6 et HHV8) et des papillomavirus humains, des témoins positifs appropriés 
à chaque virus ont été utilisés dans les techniques de PCR, d’hybridation in situ et 
d’immunohistochimie. Pour toutes les réactions PCR, a été également inclus un témoin 
négatif où l’ADN matrice a été remplacé par de l’eau distillée stérile. Par ailleurs, afin de 
minimiser au maximum les problèmes de contamination, plusieurs précautions standards ont 
été prises. Pour cela une séparation physique entre les techniques d’extraction de l’ADN, la 
préparation des différentes réactions PCR et les étapes post-amplification a été 
rigoureusement respectée.  Par ailleurs, toutes les réactions PCR ont été préparées sous une 
hotte à flux laminaire utilisant des micropipettes surmontées par des embouts avec filtres. De  
plus cette hotte est équipée d’une lampe UV permettant la décontamination de l’atmosphère 
du travail  après chaque manipulation. 
Toutefois, la détection des séquences d’ADN appartenant au virus SV40 dans les tissus 
humains a été largement discutée par certains auteurs, proposant que la présence de ce virus 
est probablement le résultat d’une contamination des échantillons testés par les plasmides 
contenant le génome du virus SV40 utilisés dans plusieurs approches expérimentales dans 
certains laboratoires de recherche (Lopez-Rios et al., 2004 ; Manfredi et al., 2005). Mais cette 
source de contamination ne semble pas être à l’origine des séquences virales détectées dans 
notre étude. En effet, nous avons suivi minutieusement toutes les précautions expérimentales 
recommandées dans l’utilisation des techniques PCR et nous avons inclus systématiquement 
dans nos expériences des contrôles négatifs afin de déceler toute éventuelle contamination par 
notre contrôle positif (plasmide contenant le génome du virus SV40) ou par d’autres sources 
de contamination.  Il est aussi important de noter que la contamination probable de nos 
échantillons par l’ADN plasmidique, si elle devait se produire, serait obligatoirement 
constatée d’une façon similaire dans les tissus mammaires non tumoraux adjacents analysés 
parallèlement aux tissus tumoraux du sein. Ce qui n’a pas été le cas dans notre étude. 
En outre, nous avons inclus une technique PCR permettant la détection d’une séquence de 
241 pb appartement au plasmide contenant le génome du virus SV40 que nous avons utilisé 
comme contrôle positif. Cette technique nous a permis de s’assurer qu’aucun de nos 
échantillons n’a été contaminé pas ce plasmide puisque aucun résultat positif n’a été retrouvé 
au cours de cette analyse. De plus, dans notre travail, la taille des séquences d’ADN viral 
détectées par le couple d’amorce visant l’amplification de la région de régulation de 
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transcription (242 pb) est compatible avec la détection d’une souche sauvage "archétypale" du 
virus SV40 (possédant une seule copie de la séquence « enhancer» de 72 pb) et non par une 
souche artificielle de laboratoire (possédant une duplication de la séquence « enhancer» de 72 
pb) (Lednicky et al., 1997 ; Rizzo et al., 1999 ; Lednicky et Butel, 2001; Vilchez et al., 
2003b). Ces observations constituent un argument supplémentaire en faveur de l’absence 
d’une contamination de nos échantillons par l’ADN plasmidique. 
Par ailleurs, pour vérifier l’authenticité des séquences d’ADN virales détectées par PCR nous 
avons utilisé la technique de Southern blot en appliquant une sonde interne qui s’hybride 
d’une manière spécifique aux produits d’amplification de la séquence Tag (Raptis, 2001; 
Strickler et al., 2001), confirmant ainsi la spécificité des séquences du virus SV40 détectées 
par PCR. Ce résultat a été aussi conforté par l’utilisation de la technique 
d’immunohistochimie ciblant la détection des oncoprotéines virales T/tag du virus SV40 
donnant un résultat positif dans tous les cas déjà testés positifs par PCR. 
Toute cette démarche technique, permet de conclure que le virus SV40 est réellement présent 
dans le cancer du sein et que sa détection n’est pas le résultat d’une contamination de nos 
échantillons. 
Concernant le virus MMTV-like, en plus de la question liée au risque de contamination 
probable de nos échantillons par le témoin positif de la PCR s’ajoute l’interrogation sur 
l'origine endogène ou exogène des séquences env du virus MMTV-like détectées. En effet, 
l’origine de ce virus a été largement discutée dans les cancers du sein humains du fait d’une 
homologie entre certaines séquences du virus MMTV et les rétrovirus endogènes humains, 
particulièrement HERV-K10 et HERV-K-T47D. Pour réfuter cela nous avons testé 
conjointement du tissu tumoral et du tissu mammaire normal adjacent à la tumeur et ceci pour 
chaque patiente, en utilisant une technique de PCR semi nichée hautement sensible et 
spécifique (Wang et al., 1995 ; Ford et al., 2003 ; Melana et al., 2001) permettant d’amplifier 
une séquence de 190 pb appartenant à ce virus (Ford et al., 2003). Cette technique de PCR a 
été réalisée 3 fois pour chaque cas afin de s’assurer de la reproductibilité des résultats. De plus 
une analyse par séquençage des produits d’amplification  nous a été utile pour s’assurer de 
l’authenticité des séquences virales détectées. En effet, les séquences retrouvées ont été 
comparés aux séquences prototypes des virus MMTV et MMTV-like ainsi qu’aux des 
séquences des rétrovirus endogènes précédemment publiées dans les banques de 
données GenBank et EMBL. Cette comparaison nous a permis de démontrer que les 
séquences MMTV-like détectées dans nos échantillons présentent une forte homologie avec 
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les séquences prototypes des virus MMTV et MMTV-like, mais présentent une faible 
homologie avec les séquences des virus endogènes. Ces résultats confirment que les 
séquences retrouvées dans les cas de cancer du sein analysés au cours de notre travail, 
appartiennent exclusivement au virus MMTV-like et ne peuvent être que d’origine exogène. 
Dans notre travail, les papillomavirus humains ont été  recherché par PCR visant 
l’amplification de différentes séquences génomiques appartenant aux régions L1, E1, E6 et E7 
d’un large spectre de HPV ano-génitaux, ainsi que les HPV16, 18, 31 et 33 d’une façon plus 
spécifique vu leur fort pouvoir oncogène et leur implication dans d’autres tumeurs. La 
recherche de ces virus a été aussi évaluée par la technique morphologique d’hybridation in 
situ utilisant des sondes commercialisées par Dako. 
Pour la recherche des herpesvirus humains HSV1, EBV, CMV, HHV6 et HHV8,  nous avons 
en premier lieu utilisé des techniques de PCR visant l’amplification d’une manière spécifique 
des séquences d’ADN bien conservées appartenant au différents virus étudiés. Pour le HSV1 
l’amplification vise une séquence de 138 pb (Li et al., 2003) située au niveau de la région de 
l’ADN polymérase viral. Pour l’EBV l’amplification vise une séquence de 175 pb (Gopal et 
al., 1990) située au niveau de la région BamH1 G du génome viral. Pour le CMV 
l’amplification vise une séquence de 167 pb (Tsai et al., 2005) située au niveau de la région 
IE2 du génome viral. Pour le HHV-6, l’amplification vise une séquence de 223 pb (Zhang et 
al., 1993) située au niveau de la région de l’ADN polymérase viral. Pour détecter le HHV8 
nous avons utilisé une technique PCR visant l’amplification d’une séquence de 233 pb située 
au niveau de la région codant les protéines de la capside du génome viral (Chang et al., 1994).  
L’utilisation conjointe d’un témoin positif et d’un témoin négatif a également été incluse pour 
cette famille de virus. Par la suite des techniques d’hybridation in situ et 
d’immunohistochimie ont été  réalisées dans le but de rechercher et de localiser la présence de 
l’EBV.  
Toutes ces précautions plaident en faveur de la fiabilité des techniques utilisées,  de 
l’authenticité et de la spécificité des séquences virales détectés et de la validité des résultats 
obtenus dans cette étude.  
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VIII.2. Prévalence des virus dans le cancer du sein 
Les résultats de notre travail nous ont permis de démontrer, pour la première fois, la présence 
du virus SV40 dans le cancer du sein, et ceci par la détection de séquences d’ADN situées au 
niveau de la région de transcription précoce du génome de ce virus (codante pour l’antigène 
grand T) dans 22% des cas analysés. Nous avons, également, pu détecter des séquences 
d’ADN situées au niveau de la région de transcription tardive (codante pour la protéine de la 
capside VP1) et de la région régulatrice du génome viral dans tous les cas de cancers du sein 
positifs pour la région précoce du virus SV40. Par ailleurs, Nous avons démontré l’expression 
des oncoprotéines virales, l’antigène grand T et l’antigène petit t du virus SV40, par 
immunohistochimie dans les cellules tumorales dans tous les cas déjà testés  positifs par PCR, 
témoignant que le virus est capable de s’exprimer dans les cellules tumorales.   
En ce qui concerne le virus MMTV-like, la présence de séquences de son ADN situées au 
niveau de la région env  ont été mises en évidence par PCR semi-nichée dans 14% des cas de 
cancer du sein de notre série. Par la suite, nous avons pu confirmer l’authenticité des 
séquences amplifiées par séquençage. Nos résultats rejoignent ceux des études réalisées dans 
les pays à faible incidence de cancer du sein, tels que la Chine ou la présence des séquences 
du virus MMTV-like ont été détectées dans 16,8% des cas de cancers du sein (Luo et al., 
2006). En revanche, la prévalence actuelle du virus MMTV-like dans les cancers du sein en 
Tunisie  est inférieure à celle rapportée dans les pays à forte incidence de cancer du sein, en 
particulier les États-Unis, où les séquences du virus MMTV-like ont été identifiées dans 30 à 
40% des cas de cancer du sein (Wang et al., 1995 ; Melana et al., 2001 ; Etkind et al., 2000).  
D'autre part, La prévalence du virus MMTV-like retrouvée dans notre travail est nettement 
inférieure au taux de 74% signalé dans une étude précédente réalisée sur une population 
tunisienne par Levine et ses collaborateurs (Levine et al., 2004). La réduction importante de 
la prévalence des séquences du virus MMTV-like dans les cancers du sein en Tunisie par 
rapport à la précédente étude pourrait être due à une modification de l'exposition à ce virus 
et/ou à la disparition de son hôte. Ceci est probablement en relation avec l'amélioration des 
conditions de vie ainsi que l’augmentation du niveau socio-économique de la population 
tunisienne.  
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L’analyse de la présence des papillomavirus humains anogénitaux, par PCR et hybridation in 
situ, nous a permis de décrire l’absence de tous les génotypes HPV6, 11, 16, 18, 30, 31, 33, 
34, 35, 39, 40, 42, 45, 51, 52, 53, 56, 57, et 58 visés par ces techniques. Nos résultats sont en 
accord avec plusieurs études qui ont également rapporté des résultats négatifs (Wrede et al., 
1992 ; Gopalkrishna et al., 1996 ; Bratthauer et al., 1992 ; Lindel  et al., 2007 ; de Cremoux et 
al., 2008). Toutefois, une association significative entre la présence des HPV et le cancer du 
sein a été rapportée par quelques études (Di Lonardo et al., 1992 ; Yu et al., 2000 ; Liu et al., 
2001 ; Li et al., 2002 ; Damin et al., 2004 ; Widschwendter et al., 2004 ; Kan et al., 2005 ; de 
Villiers et al., 2005 ; Kroupis et al., 2006 ; Choi et al., 2007 ; Khan et al., 2008 ; Akil et al., 
2008 ; Mendizabal-Ruiz et al., 2009 ; Cantu de Leon et al., 2009). 
En analysant la présence des herpesvirus suivants HSV1, EBV, CMV, HHV6 et HHV8, nous 
avons mis en évidence la présence de séquences d’ADN appartenant au génome du virus EBV 
dans 27% des cas de cancer du sein par PCR. Par contre aucun cas n’a été testé positif pour 
les autres virus.  En revanche, en utilisant les techniques morphologiques d’hybridation in situ 
et d’immunohistochimie le virus EBV n’a pas été retrouvé dans les cellules tumorales, mais 
quelques cas ont montré une positivité par hybridation in situ présente dans de rares 
lymphocytes du stroma tumoral, suggérant que le signal détecté par PCR proviendrait de ces 
lymphocytes.  
Au total, une détection virale a été retrouvée pour trois virus : SV40 (22%), MMTV-like 
(17%) et EBV (27%) et ceci dans des proportions variables. L’analyse de la codétection de 
ces virus dans les cancers du sein montre l’absence de corrélation entre la détection de ces 
virus. Ceci suggère que ces virus sont présent dans le cancer du sein l’un indépendamment de 
l’autre.  
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VIII.3. Signification biologique de la présence des virus dans le cancer du 
sein 
Dans ce travail, nous avons exploré la présence dans le cancer du sein d’un large spectre de 
virus appartenant aux familles des Herpesviridae, Papovaviridae et Retroviridae. Ce travail 
nous a permis de mettre en évidence la présence des virus SV40, MMTV-like et EBV dans 
respectivement 22%, 14% et 27% des cas de cancer du sein analysés. Cependant, la simple 
détection de ces virus dans le cancer du sein ne suffit pas pour les impliquer dans le 
développement de ce cancer. 
En ce qui concerne le virus SV40, en plus de sa détection par des techniques PCR permettant 
l’amplification de séquences appartenant à différentes régions du génome viral (régions de 
transcription précoce et tardive ainsi que la région de régulation), nous avons pu mettre en 
évidence l’expression des oncoprotéines t/Tag de ce virus par immunohistochimie dans les 
cellules tumorales (Chapitre III). La détection de l’expression de ces oncoprotéines virales 
suggère que le virus SV40 n'est pas un virus passager et qu’il est probablement impliqué dans 
la pathogénie du cancer du sein. En effet, le pouvoir oncogénique et transformant du virus 
SV40 dépend essentiellement de l’expression de ces oncoprotéines qui interagissent 
essentiellement avec deux protéines clés  suppresseurs de tumeurs: p53 et pRb induisant 
l’inactivation de leurs fonctions. En effet, P53 joue un rôle important dans le contrôle  du 
cycle cellulaire et de la stabilité génétique (Imamura et al., 1994 ; Gottlieb et Oren, 1996; 
Soussi et May, 1996). P53 est le gène le plus fréquemment muté dans les cancers humains. 
Dans le cancer du sein ces mutations ne touchent que près de 15% des cas alors que 
l’accumulation de la protéine P53 est retrouvée dans 25 à 50% des cas de cancer du sein, 
suggérant l'existence d'autres mécanismes alternatifs d'inactivation de ce gène dans le cancer 
du sein.  
Dans notre étude nous avons pu mettre en évidence une corrélation statistiquement 
significative entre la présence du virus SV40 et l’accumulation de p53 (p=0,05). Ce résultat 
supporte le rôle du virus SV40 dans l’inactivation de p53 dans le cancer du sein, et est en 
accord avec plusieurs études antérieures ayant analysé l’association entre la présence du virus 
SV40 et l’accumulation de p53 dans des cas de cancers du cerveau, de lymphomes et de 
mésothéliomes (Carbone et al., 1997 ; Zhen et al., 1999 ; Amara et al., 2007).  
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D’autre part, il a été démontré, récemment, que la présence du virus SV40 dans les 
mésothéliomes humains est associée à l’hyperméthylation aberrante de la région promotrice 
de certains gènes suppresseurs de tumeurs (Toyooka et al., 2001 ; Toyooka et al., 2002 ; 
Suzuki et al., 2005), suggérant ainsi que le virus SV40 pourrait jouer un rôle dans l’induction 
de l’hyperméthylation dans ce type de cancer. Cette association a été aussi retrouvé dans les 
lymphomes dans notre laboratoire (Amara et al., 2007). Dans le chapitre IV nous avons décrit 
une corrélation significative entre l’hyperméthylation des promoteurs des gènes RASSF1A, 
SHP1, BRCA1, et TIMP3 d’une part et la présence du virus SV40 dans le cancer du sein 
d’autre part (p=0,034 ; p=0,043 ; p=0,035 et p=0,003 respectivement). En outre, nous avons 
trouvé une corrélation significative entre la présence du virus SV40 et l’index de méthylation 
(p=0,009 ; Chapitre V). Ces résultats indiquent que le virus SV40 est capable d’induire des 
altérations épigénétiques dans les cellules mammaires infectées, ce qui renforce l’hypothèse 
de son implication dans la pathogénie des cas SV40 positifs. Notre étude est la première qui 
démontre une association entre un virus et l’hyperméthylation aberrante dans le cancer du sein 
et suggère ainsi que ce phénomène épigénétique fréquemment observé dans les cancers du 
sein (Esteller et al., 2000) serait  en partie induit par des agents infectieux. Il est également 
important de rappeler que dans notre série d’étude, l’hyperméthylation n’a pas été 
exclusivement détectée dans les tumeurs SV40-positives, suggérant l’existence d’autres 
facteurs favorisant ces altérations. 
Récemment des études concernant les mésothéliomes suggèrent que le virus SV40 n’est pas 
un carcinogène parfait mais plus probablement joue le rôle d’un co-carcinogène qui interagit 
avec l’amiante pour induire une transformation cellulaire maligne (Kroczynska et al., 2006 ; 
Robinson et al., 2006). Une étude réalisée sur des cultures de cellules mammaires normales a 
montré que l’induction de la transformation maligne de ces cellules nécessite au moins la 
transduction de trois gènes : Tag du virus SV40, hTERT et H-RAS (Elenbas et al., 2001). 
Toutes ces observations suggèrent que le virus SV40 ne peut pas a lui seul induire la 
transformation maligne des cellules mammaires humaines. Ainsi d’autres études sont 
nécessaires pour bien préciser à quel moment ce virus intervient dans le développement du 
cancer du sein SV40 positif et pour élucider les autres facteurs qui interagissent avec ce virus 
pour aboutir à la transformation maligne des cellules mammaires chez l’Homme. 
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Dans le chapitre V nous avons démontré la présence des séquences env du virus MMTV-like 
dans  14% de cas de cancer du sein. Cette fréquence est nettement inférieure au taux de 74% 
rapporté dans une étude précédente réalisée par Levine et ses collaborateurs sur des cas 
diagnostiqués en 1979 (Levine et al., 2004).  
De plus, nous avons pu mettre en évidence la présence des séquences MMTV-like 
exclusivement dans les tissus tumoraux des cas de cancer du sein analysés confirmant ainsi 
son origine exogène. La comparaison des séquences virales detéctées avec les séquences 
prototypes du virus MMTV et du virus MMTV-like a permit d’écarter l’éventualité d’une 
contamination endogène. 
Bien que le virus MMTV ai été découvert il y a plus d'un demi-siècle (Bittner, 1936), la 
physiopathologie de ce virus n'est pas encore complètement élucidée, en raison 
principalement de l’incapacité d’obtenir en culture cellulaire des titres viraux élevés et de son 
faible potentiel d’infection par rapport à celui des γ-rétrovirus avec l'absence de méthodes de 
dosage in vitro simples et sensibles pour évaluer le potentiel d'infection et de transformation 
de ce virus (Indik et al., 2005). 
Le virus MMTV est un rétrovirus qui s'intègre de façon aléatoire dans le génome des cellules 
infectées à proximité de proto-oncogènes cellulaires favorisant alors leurs surexpression, 
induisant l'oncogenèse mammaire (Nuse et al., 1984). Notre étude nous a permit de mettre en 
évidence  une corrélation significative entre la présence des séquences env du virus MMTV-
like et  l’absence d’expression du proto-oncogène HER2 (p=0,04). En outre, les résultats de 
notre étude suggèrent l’existence d’un lien entre la présence des séquences du virus MMTV-
like et les récepteurs hormonaux à la progestérone, ce qui soutient également l'hypothèse que 
ce virus interviendrait dans la carcinogenèse mammaire par des mécanismes autres que ceux 
mettant en jeu le proto-oncogène HER2.  
Dans le chapitre III nous avons aussi démontré que la surexpression de l’oncoprotéine HER2 
est inversement corrélée avec la présence du virus SV40 (p=0,008). Il semble ainsi que ces 
virus constituent des facteurs impliqués dans la carcinogenèse du groupe des cancers du sein 
ne montrant pas une surexpression de HER2. En effet, la surexpression de HER2 survenant 
par phénomène d’amplification génique constitue l’un des mécanismes admis dans le 
développement de 20 à 50% des cancers du sein sporadiques. 
Chapitre VIII 
 
 173 
Pour ce qui est de l’EBV, nos résultats du chapitre VII indiquent la présence de son ADN  par 
PCR dans 27% des cas de cancer du sein, mais son absence dans les cellules tumorales en 
utilisant des techniques morphologiques d’immunohistochimie et d’hybridation in situ, 
suggèrent que ce virus serait peu probablement impliqué dans la pathogénie du cancer du 
sein. Cependant, en analysant les paramètres clinico-pathologiques nous avons constaté que la 
présence de ce virus dans le cancer du sein est associé à des signes qui reflètent un phénotype 
agressif des tumeurs : négativité des récepteurs à l’œstrogène et survie courte. Ce qui indique 
que ce virus pourrait être un marqueur d’agressivité tumorale.  
Cependant, l’incapacité à détecter l’EBV par hybridation in situ et immunohistochimie dans 
les cellules tumorales dans les cas PCR positif n’élimine pas formellement l’hypothèse de 
l’implication de ce virus dans la pathogénie du cancer du sein. En effet, l’EBV pourrait 
intervenir dans la carcinogenèse mammaire par un mécanisme « hit and run » ; sa présence 
dans les cellules tumorales serait donc brève et surviendrait  au cours des étapes d’initiation 
de la tumeur, mais elle induirait des modifications génétiques entrainant la prolifération 
cellulaire maligne avant d’être perdu.  
Il est aussi plausible que l’EBV serait impliqué dans de rares types histologiques de cancer du 
sein d’où la nécessité de tester un nombre plus important de cas pour retrouver ceux EBV-
positifs par immunohistochimie ou hybridation in situ, et/ou de tester d’autres populations à 
haut risque de cancers associés à ce virus.  
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VIII.4. Signification clinique et valeur pronostique de la présence des virus 
dans le cancer du sein 
En analysant l’association entre les paramètres clinico-pathologiques et la présence des virus 
SV40, MMTV-like et EBV, nous n’avons trouvé aucune corrélation entre ces virus et les 
paramètres classiques de pronostic suivants : le grade histopronostique SBR, la taille tumorale 
et la métastase ganglionnaire. En revanche, en analysant le statut d’expression des récepteurs 
hormonaux une corrélation significative entre la négativité de l’expression des récepteurs 
hormonaux et la présence de l’ADN de l’EBV et du virus MMTV-like a été retrouvée 
(Chapitre VI). La négativité de l’expression des récepteurs hormonaux dans le cancer du sein 
est un indicateur de pronostic défavorable mais surtout un élément prédictif d’une mauvaise 
réponse à l’hormonothérapie. Cette négativité pourrait être en relation avec un caractère 
agressif de la tumeur. Cela est renforcé par l’analyse de l’impact de la présence de l’EBV sur 
la survie globale et la survie sans rechute dans notre série, en effet il existe une tendance de 
corrélation entre la présence de ce virus et une survie courte. 
En revanche, une corrélation significative entre la présence des virus SV40 et MMTV-like et 
l’absence de surexpression du proto-oncogène HER2 a été retrouvée (Chapitre III et IV). Ce 
résultat suggère que ces virus sont associés au groupe des cancers du sein HER2 négatif. 
La détermination du statut de HER2 dans les carcinomes mammaires a un double intérêt 
clinique : une valeur pronostique et une valeur prédictive de la réponse à la chimiothérapie 
et/ou à l’hormonothérapie. Le développement d’un anticorps monoclonal humanisé dirigé 
contre un récepteur membranaire comme agent thérapeutique (trastuzumab ou herceptine) a 
ouvert de nouvelles perspectives pour la prise en charge des carcinomes mammaires 
surexprimant HER2.  
Le développement d’outils thérapeutiques ciblant ces deux virus pourrait représenter une voie 
de recherche intéressante pour le développement de nouveaux traitements pouvant être utile 
pour la prise en charge des cancers du sein HER2-négatifs et ceci en cas de résistance aux 
thérapeutiques classiques ou en cas de récidive ou de dissémination métastatique. 
En effet, une stratégie thérapeutique très importante pourrait être envisagée pour les cancers 
du sein virus positifs, et cela par le déclenchement de mécanismes immunitaires 
lymphocytaires spécifiques et/ou l’induction de cycles viraux lytiques au sein des cellules 
infectées pour la destruction ciblée et spécifique des cellules tumorales. 
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Mais, malgré toutes ces perspectives d’avenir il faut bien admettre que  la physiopathologie 
de ces différents virus et leur implication éventuelle dans le cancer du sein demeure encore 
méconnue; il serait ainsi  judicieux de développer des études in vitro sur cultures cellulaires et 
in vivo sur modèles animaux adaptés pour mieux comprendre leur rôle. 
Les études récentes du profil d’expression génique de milliers de gènes utilisant les puces à 
ADN ont établi une nouvelle taxonomie des cancers du sein. Cette classification distingue 
cinq génotypes tumoraux de base : luminal A, luminal B, normal breast like, HER2+ et basal-
like (Sévenet et Cottu, 2004 ; Belkacémi et al., 2008). Ces profils d’expression génique sont 
corrélés avec différentes caractéristiques cliniques comme la survie ou le développement de 
métastases. Des études similaires tenant compte du statut MMTV-like et SV40 seront d’un 
grand intérêt en permettant de préciser le génotype auquel appartient les cancers du sein 
associés à ces virus. 
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Le cancer du sein est le cancer le plus répandu chez la femme dans le monde. Il représente 
aussi un important problème de santé publique et constitue l'une des principales causes de 
mortalité par cancer chez les femmes dans le monde. 
De nos jours, plusieurs facteurs de risque de développement du cancer du sein sont reconnus, 
tels que les antécédents familiaux de cancer du sein, l'âge avancé, la puberté précoce, la 
ménopause tardive, la nulliparité et l'obésité.  
Cependant, aucun facteur n’a pu être impliqué directement dans l’étiopathogénie de ce cancer, 
à l'exception de la transmission héréditaire de certains gènes de prédisposition, en particulier 
les gènes BRCA1 et BCRA2, impliqués dans 5-10% des cas de cancer du sein. Néanmoins, 
certains facteurs étiologiques sont de plus en plus soupçonnés de contribuer au 
développement du cancer sein et les virus restent à l’heure actuelle, les pathogènes associés 
aux cancers, les plus étudiés. En effet de nombreux virus sont aujourd’hui associés de façon 
spécifique au développement de différents cancers tel que les associations HPV et cancer du 
col utérin, HHV8 et sarcome de Kaposi, EBV et lymphome de Burkitt ou cancer du cavum. 
La relation entre virus et cancer du sein a déjà fait l’objet de nombreuses études, et cela 
depuis la découverte par Bittner en 1936 que l'induction des tumeurs mammaires chez la 
souris est causé par un virus appelé MMTV pour « Mouse Mammary Tumor Virus ». Des 
séquences homologues au gène env du MMTV ont récemment été mises en évidence dans une 
proportion importante de cancer du sein sporadique chez l’Homme, indiquant une étiologie 
virale possible du cancer du sein. D'autres équipes ont aussi signalé que le virus d’Epstein-
Barr pourrait être associé à la pathogenèse de cas sporadiques de cancer du sein chez 
l'Homme, mais cette association reste à ce jour un sujet de controverse. Au cours des 
dernières années, différents laboratoires ont signalé la présence du virus SV40 dans plusieurs 
types de tumeurs humaines. 
Les objectifs de ce travail étaient : d’évaluer la prévalence d’un large spectre de virus (SV40, 
MMTV-like, papillomavirus et herpesvirus humains) dans le cancer du sein chez la femme 
tunisienne, de préciser les caractéristiques clinico-pathologiques et pronostiques des cancers 
du sein associés à ces virus et de déterminer la relation entre la présence de ces virus et le 
profil de méthylation d’un large panel de gènes suppresseurs de tumeurs. 
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Cette étude a été réalisée sur une série de 122 cas de cancer du sein chez des femmes 
tunisiennes, diagnostiqués entre 1995 et 2006 au laboratoire d’Anatomie et Cytologie 
Pathologiques du CHU Farhat Hached de Sousse. Tous les cas inclus dans ce travail ont été 
sélectionnés sur la base de la disponibilité conjointe d’un tissu tumoral et d’un tissu normal 
mammaires frais congelés à -80°C au moment du diagnostic anatomopathologique. Pour la 
confirmation du diagnostic, toutes les coupes histologiques ont été relues. Pour chaque cas, un 
bloc de paraffine représentatif de la lésion tumorale a été choisi, il a servi pour les 
explorations morphologiques par techniques d’immunohistochimie et d’hybridation in situ.  
Pour l’ensemble de la série étudiée,  une analyse immunohistochimique à été effectuée pour 
l’évaluation de l’expression des récepteurs à l’œstrogène et à la progestérone, de 
l’accumulation de P53 et de la surexpression du proto-oncogène HER2.  
La recherche du virus SV40 a été effectuée par PCR visant l’amplification de séquences 
d’ADN situées dans trois régions différentes du génome viral : la région précoce de 
transcription codant l’antigène grand T, la région tardive de transcription codant la protéine 
VP1 de la capside et la région de régulation de transcription. La spécificité des amplifications 
obtenues a été confirmée par la technique Southern blot. L’immunohistochimie sur coupes 
tissulaires déparaffinées a été utilisée pour l’analyse de l’expression des oncoprotéines grand 
T et l’antigène petit t du virus SV40 en utilisant l’anticorps Pab108. 
La recherche du virus MMTV-like a été effectuée par une technique de PCR semi-nichée 
permettant l’amplification d’une séquence de 190 pb appartenant à la région env de ce virus. 
La vérification de la nature des séquences amplifiées a été analysée par séquençage.  
La recherche des HPV ano-génitaux a été effectuée par des techniques de PCR visant 
l’amplification de différentes séquences d’ADN appartenant aux régions L1, E1, E6 et E7 
d’un large spectre de HPV ano-génitaux. La présence morphologique de ces virus a été 
étudiée par technique d’hybridation in situ. 
La recherche des herpesvirus humains a été réalisée par technique PCR visant la détection 
respective des HSV1, EBV, CMV, HHV6 et HHV8. L’analyse de l’expression de la protéine 
de la phase de latence de l’infection par le virus EBV (LMP-1) et de la protéine de la phase de 
lyse (ZEBRA) a été effectuée par immunohistochimie. L’hybridation in situ a été utilisée pour 
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la recherche et la localisation cellulaire du virus EBV en utilisant une sonde PNA qui permet 
la détection simultanée des ARNs viraux EBER1 et 2. 
L’analyse du statut de méthylation des promoteurs des gènes étudiés a été effectué par la 
technique PCR spécifique de la méthylation (MSP) en utilisant pour chaque gène des coupes 
d’amorces visant l’amplification, d’une façon spécifique, de l’ADN méthylé et de l’ADN non 
méthylé.  
Les résultats de notre travail nous ont permis de démontrer, pour la première fois, la présence 
du virus SV40 dans le cancer du sein, et ceci par la détection de séquences d’ADN situées au 
niveau de la région de transcription précoce du génome de ce virus (codante pour l’antigène 
grand T) dans 22% des cas analysés. Nous avons, également, pu détecter des séquences 
d’ADN situées au niveau de la région de transcription tardive (codante pour la protéine de la 
capside VP1) et de la région régulatrice du génome viral dans tous les cas positifs pour la 
région précoce du virus SV40. Par ailleurs, Nous avons démontré l’expression des 
oncoprotéines virales, l’antigène grand T et l’antigène petit t du virus SV40, par 
immunohistochimie dans les cellules tumorales dans tous les cas déjà testés  positifs par PCR, 
témoignant que le virus est capable de s’exprimer dans les cellules tumorales.   
En analysant les données clinico-pathologiques en fonction de la présence du virus SV40, une 
corrélation significative a été retrouvée entre la présence de ce virus et l’âge avancé des 
patientes (p=0,006). En effet, les tumeurs SV40 positives sont plus fréquentes chez les 
patientes de plus de 50 ans en les comparants aux patientes jeunes. Dans le même contexte, 
une corrélation significative entre la présence de ce virus et l’année de naissance des patientes 
a été retrouvée (p=0,004), indiquant que la majorité des femmes ayant un cancer du sein 
SV40-positif sont nées avant 1955. Cela indique que ce virus était présent dans la population 
tunisienne avant la production et l’administration des vaccins antipoliomyélite contaminés par 
le virus SV40. Une deuxième corrélation significative a été retrouvée entre la présence du 
virus SV40 d’une part et l’accumulation de la protéine p53 (p=0,015) ainsi que l’absence de 
surexpression de l’oncoprotéine HER2 (p=0,008) d’autre part. Ce résultat  soutient 
l’hypothèse du rôle du virus SV40 dans l’inactivation de p53 dans le cancer du sein et que ce 
virus  pourrait intervenir dans des voies de carcinogenèse différentes de la voie HER2. Par 
ailleurs, l’analyse des données de survie des patientes en fonction du statut SV40 dans les 
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tumeurs n’a pas montrée de différence dans la survie globale et la survie sans rechute entre le 
groupe des cancers du sein SV40 positifs comparativement au groupe SV40 négatifs.  
Concernant l’analyse de la méthylation de l’ADN au niveau des promoteurs des gènes 
suppresseurs de tumeur étudiés, nous avons observé des fréquences variables de méthylation 
entre les différents gènes étudiés RASSF1A 78%, SHP1 66%, HIN1 et BRCA1 61%, P16 et 
ER 47%, CDH1 et APC 42%, BLU 40%, DAPK 35%, RARβ2 34%, GSTP1 27%, TIMP3 
17%, CCND2 14% et hMLH1 8%. En tenant compte du statut du virus SV40 dans les 
tumeurs, nous avons constaté que la fréquence de méthylation des gènes RASSF1A, SHP1, 
BRCA1, et TIMP3 était significativement plus élevée dans le groupe des cancers du sein SV40 
positifs comparativement au groupe SV40 négatifs (p=0,034 ; p=0,043 ; p=0,035 et p=0,003 
respectivement). De plus, nous avons constaté que la moyenne des index de méthylation (MI) 
dans le groupe des cancers du sein SV40 positifs était significativement supérieure à celle du 
groupe des cancers du sein SV40 négatifs (p=0,009). Ces constatations indiquent que le virus 
SV40 contribue à l’induction de l’hyperméthylation des promoteurs de multiples gènes 
suppresseurs de tumeurs dans le cancer du sein. 
En ce qui concerne le virus MMTV-like, la présence de séquences de la région env de ce virus 
ont été mises en évidence par PCR semi-nichée dans 14% des cas de cancer du sein de notre 
série. L’authenticité des séquences amplifiées a été confirmée par séquençage. Nos résultats 
rejoignent ceux des études réalisées dans les pays à faible incidence de cancer du sein, tels 
que la Chine (16,8%). En revanche, la prévalence actuelle du virus MMTV-like dans les 
cancers du sein en Tunisie est inférieure à celle rapportée dans les pays à forte incidence de 
cancer du sein, en particulier dans les États-Unis (30 à 40%). D'autre part, La prévalence du 
virus MMTV-like retrouvée dans notre travail est nettement inférieure au taux de 74% signalé 
dans une étude précédente réalisée par Levine et ses collaborateurs sur une série tunisienne de 
tumeurs diagnostiquées entre 1978 et 1979. Par conséquent, la réduction importante de la 
prévalence des séquences du MMTV-like dans les cancers du sein en Tunisie par rapport à la 
précédente étude pourrait être due à une modification de l'exposition à ce virus et/ou à son 
hôte. Ceci est probablement en relation avec l'amélioration des conditions de vie ainsi que 
l’augmentation du niveau socio-économique de la population Tunisienne.  
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D’autre part, en analysant les données clinico-pathologiques en fonction de la présence du 
virus MMTV-like. Une corrélation entre la présence des séquences env du virus MMTV-like 
et la négativité des récepteurs à la progestérone (p=0,03) et la négativité de HER2 (p=0,04) 
ont été trouvées. Aucun impact de la présence de virus MMTV-lik sur la méthylation 
aberrante des gènes suppresseurs de tumeurs étudiés n’a été retrouvé. Par ailleurs, l’analyse 
des données de survie des patientes en fonction du statut du virus MMTV-like dans les 
tumeurs n’a pas montrée de différence dans la survie globale et la survie sans rechute entre le 
groupe des cancers du sein MMTV-like positifs comparativement au groupe MMTV-like 
négatifs. 
En analysant la présence des herpesvirus suivants HSV1, EBV, CMV, HHV6 et HHV8,   
nous avons mis en évidence la présence de séquences d’ADN appartenant au génome du virus 
EBV dans 27% des cas de cancer du sein par PCR. Par contre, aucun cas n’a été testé positif 
pour les autres virus. En revanche, en utilisant les techniques morphologiques d’hybridation 
in situ et d’immunohistochimie le virus EBV n’a pas été retrouvé dans les cellules tumorales, 
mais quelques cas ont montré une positivité au niveau des lymphocytes du stroma tumoral, 
suggérant que le signal détecté par PCR proviendrait de ces lymphocytes. 
En tenant compte des données clinico-pathologiques, seule une corrélation significative entre 
la présence de l’ADN du génome de l’EBV et l’absence d’expression des récepteurs à 
l’œstrogène (p=0,008) a été mise en évidence. Aucun impact de la présence de ce virus sur la 
méthylation aberrante des gènes suppresseurs de tumeurs étudiés n’a été retrouvé. D'autre 
part, l'analyse des données de survie des patientes en fonction du statut de l'EBV a permis 
d’identifier une faible différence dans la survie globale et sans rechute entre les patientes 
EBV-positives et -négatives avec une meilleure survie dans le groupe testé négatif, mais ces 
différences n'ont pas atteint le seuil de signification statistique. 
L’analyse de la présence des papillomavirus humains anogénitaux, par PCR et hybridation in 
situ, nous a permis de noter l’absence de tous les génotypes visés par ces techniques (HPV6, 
11, 16, 18, 30, 31, 33, 34, 35, 39, 40, 42, 45, 51, 52, 53, 56, 57, et 58). Nos résultats sont en 
accord avec plusieurs études qui ont également rapporté des résultats négatifs.  
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Au total, ce travail constitue la première étude qui a exploré la présence d’un large panel de 
virus dans le cancer du sein. Les résultats de ce travail ont permis d’identifier la présence de 
trois virus dans le cancer du sein en Tunisie : le virus SV40, le virus MMTV-like et EBV et 
ceci dans respectivement 22%, 14% et 27% des cas analysés. 
Les cancers du sein associés aux virus semblent appartenir au groupe des tumeurs HER2-
négatifs et présentant un certain nombre d’altérations moléculaires.  
Ces résultats représentent un argument en faveur d’un rôle de ces virus comme cofacteur dans 
la carcinogenèse du sein. En effet, le cancer du sein est une maladie multifactorielle où 
plusieurs facteurs (hormonaux, environnementaux et génétiques) ont été associés avec la 
physiopathologie de ces tumeurs. Ainsi, il est probable que ces virus interagissent avec 
certains de ces facteurs, conduisant au développement du cancer du sein. 
Si les résultats de l’implication de ces virus dans le cancer du sein se confirment, la détection 
de ces agents viraux pourrait mener à la mise au point de nouveaux traitements et des vaccins 
préventifs seraient envisageables. 
Perspectives : 
 Plusieurs virus ont déjà été impliqués dans l’apparition de cancers chez l’homme. Les 
mécanismes permettant d’expliquer le développement de ces cancers sont progressivement 
mieux appréhendés, même si de nombreuses zones d’ombre demeurent en raison de 
l’intrication fréquente de différents co-facteurs.  
Notre travail nous a permis de déceler la présence du virus SV40 dans le tissu mammaire 
cancéreux et d’associer sa présence à plusieurs altérations génétiques et épigénétiques.  
Néanmoins, le lien de causalité entre cette infection virale et le développement de ce cancer  
reste encore à établir. En effet, les virus ne sont parfois qu’un des maillons d’une longue 
chaîne dans laquelle peuvent intervenir des facteurs génétiques, environnementaux ou autres.  
Pour mieux comprendre la physiopathologie de l’implication du virus SV40 dans la 
carcinogenèse du tissu mammaire, il serait intéressant dans l’avenir d’analyser la présence de 
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ce virus aussi bien dans les lésions bénignes que dans les lésions précancéreuses (dysplasies 
atypiques) du sein et les carcinomes in situ.  
Par ailleurs, la réalisation d’analyses approfondies des séquences du génome du virus SV40, 
isolées à partir de cas de cancer du sein, serait judicieuse pour mieux caractériser 
l’oncogénicité des différentes souches virales. D’autre part, l’étude du profil sérologique du 
virus SV40 au sein de populations saines comparativement à des  populations atteintes d’un 
cancer du sein représenterait un argument de plus en faveur de l’implication de ce virus dans 
ce type de cancer.  
 La confection de sondes spécifiques permettant de reconnaitre des séquences appartenant au 
virus SV40, permettrait dans l’avenir de développer des techniques morphologiques 
d’hybridation in situ et pourrait être utile dans des applications cliniques ou de recherche. 
Il serait également intéressant d’étudier les mécanismes par lesquels le virus SV40 contribue à 
l’hyperméthylation aberrante des promoteurs des gènes suppresseurs de tumeurs mise en 
évidence dans notre travail. En effet nous pensons que l’analyse de l’interaction entre la 
présence du virus SV40 dans le cancer du sein et l’expression des ADN-méthyltransférases 
(DNMTs) pourrait constituer une piste intéressante. Ces enzymes sont impliquées dans le 
maintient de la méthylation de l’ADN et de la méthylation de novo au niveau cellulaire. Leur 
expression a été corrélée à la présence de certains virus oncogéniques dans d’autre 
pathologies humaines (Tsai et al., 2002 ; Kanai et al., 2003 ; Saito et al., 2003 ; Li et al., 
2005). 
Concernant le virus MMTV-like, qui est un rétrovirus n’exprimant aucune oncoprotéine 
spécifique, il s’intègre dans le génome des cellules hôtes à proximité d’un proto-oncogène 
cellulaire appelé wnt1 pouvant induire la transformation cellulaire maligne. La voie de 
signalisation faisant intervenir les ligands de la famille Wnt et leurs récepteurs constitue une 
voie complexe susceptible de subir de multiples altérations au cours de l’oncogenèse et 
semble être au premier plan dans les transformations malignes. Les mécanismes de régulation 
de l’expression des gènes faisant intervenir les ligands Wnt, leurs récepteurs et leurs 
effecteurs, parmi lesquels la β-caténine, la E-cadhérine, la protéine APC (adenomatous 
polyposis coli) et la GSK3 (glycogène synthase kinase 3), sont décrits dans plusieurs cancers. 
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Il serait donc intéressant d’évaluer l’impact de la présence du virus MMTV-like sur 
l’altération de la voie Wnt dans le cancer du sein. 
Pour ce même virus il serait aussi important de confectionner des sondes pouvant être 
utilisées dans une évaluation morphologique de la présence de ce virus au niveau des cellules 
tumorales par des techniques d’hybridation in situ. 
Concernant le virus EBV, sa mise en évidence au niveau des cellules carcinomateuses 
mammaires n’a pu être confirmée par les méthodes morphologiques utilisées couramment 
pour sa détection dans les tumeurs qui lui sont déjà associées. C’est pour cela qu’il serait peut 
être intéressant de développer des anticorps monoclonaux qui permettent de reconnaitre avec 
une bonne sensibilité et spécificité d’autres protéines exprimées au cours de la phase de 
latence virale telle que la protéine EBNA1.  
La recherche d’autres altérations génétiques et épigénétiques associées à la présence de tout 
ces virus dans le cancer du sein pourrait permettre de mieux comprendre les mécanismes 
moléculaires par lesquels ces virus semblent contribuer à la carcinogenèse du sein. La 
recherche d’une empreinte moléculaire spécifique au groupe des cancers du sein associés à la 
présence de ces virus par l’utilisation de techniques d’analyses moléculaires à type de micro-
puces à ADNc nous semble prometteuse et d’une très grande utilité. 
L’ensemble de ces données ouvre une période pleine d’espoir en cancérologie plus 
particulièrement dans le domaine du cancer du sein. En effet, les données épidémiologiques 
impliquant des virus oncogènes connus et à découvrir vont nous permettre d’identifier leur 
rôle initiateur ou promoteur de tumeurs. Si ces résultats venaient à être confirmés, la présence 
de ces virus pourrait devenir un test pronostic et pourrait mener à la mise au point de 
nouveaux traitements : Un vaccin préventif du cancer du sein serait envisageable. 
Ces données nous imposeraient alors de réévaluer nos stratégies de prévention, d’hygiène et 
de stérilisation. 
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Abstract Aims of the study The aim of this study was to
investigate whether the Simian Virus 40 (SV40) is impli-
cated in human breast carcinomas (BC). Experimental
design SV40 presence was investigated by PCR assays
targeting the Tag, the regulatory, and the VP1 regions in
109 invasive breast ductal carcinomas from Tunisian
women. We also examined the relationship between the
presence of SV40 and promoter methylation status of 15
tumor-related genes. Immunohistochemistry was used to
investigate the expression of Tag, estrogen and progester-
one receptors, HER2, and P53. Results SV40 DNA
sequences were detected in 22% of tumors and in only
1.8% of the matched non-tumoral tissues. Using immuno-
histochemistry, SV40 was detected in the tumor cells.
Hypermethylation frequencies were 78% for RASSF1A,
66% for SHP1, 61% for HIN1 and BRCA1, 47% for P16
and ER, 42% for CDH1 and APC, 40% for BLU, 35% for
DAPK, 34% for RARb2, 27% for GSTP1, 17% for TIMP3,
14% for CCND2, and 8% for hMLH1. Interestingly, the
frequencies of RASSF1A, SHP1, BRCA1, and TIMP3
methylation, and the mean of the methylation index (MI)
were significantly higher in SV40-positive than in SV40-
negative cases (P-values ranging from 0.043 to 0.003).
Moreover, SV40 presence correlates with P53 protein
accumulation (32.7% vs. 13.3%; P = 0.015) and HER2
low expression (3.7% vs. 28%; P = 0.008). We also found
SV40 more frequently in patients over 50 years than in
younger patients (34.8% vs. 12.3%; P = 0.006). Conclu-
sions This study is the first to demonstrate the presence of
SV40 in human BC and provides data supporting a role for
this virus in the pathogenesis of these tumors.
Keywords BRCA1  HER2  Human breast carcinomas 
Methylation  P53  Simian Virus 40  TIMP3 
Tumor suppressor genes  Tunisia
Introduction
Breast carcinoma (BC) is the most common women’s
cancer worldwide with more than 800,000 new cases
diagnosed every year [1]; it represent a significant health
problem worldwide and a major cause of cancer mortality
among women [2, 3]. Several risk factors are known, such
as age, length of reproductive life, nulliparity, obesity, and
so on [4]. Unfortunately, no etiological factor has been
identified in human BC, with the exception of the heredi-
tary transmission of some predisposing genes, such as the
BRCA genes, accounting for 5–10% of cases [5].
The relationship between viruses and BC is known from
induction of mammary cancer in mice by the mouse
mammary tumor virus [6, 7]. Particles similar to this mouse
virus were also identified in human BC, indicating a pos-
sible viral etiology in human BC [8]. Others have reported
that Epstein-Barr virus might be associated with the path-
ogenesis of sporadic cases of human BC [9], but this
association remains to date a controversial subject.
Simian Virus 40 (SV40), which belongs to the polyo-
mavirus family, is able to induce various specific tumor
types in hamsters and other rodents, and to transform cells
from different species, including normal human cells, into
cells with a neoplastic phenotype [10]. Over the last several
years, different laboratories have reported the presence of
SV40 in several types of human tumors, including brain
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tumors [11], pleural mesothelioma [12], osteosarcomas
[13], lymphomas [14, 15], hepatocellular carcinoma [16],
and papillary thyroid carcinoma [17]. The oncogenic
potential of SV40 is mediated by the T antigen (Tag) that
promote cellular transformation through the interaction and
functionally inactivation of P53 [18] and Rb [19], two
tumor-suppressor genes critical for cell growth, leading to:
abnormalities in cell-cycle regulation, increased cellular
proliferation, and defects in the activation of apoptosis
pathways.
Several observations point towards a possible similar
link between SV40 and human BC. In transgenic mouse
models of BC, such the C3(1)/SV40 Tag mouse model, the
SV40 Tag is expressed under the regulatory control of the
rat prostatic steroid binding protein C3(1) promoter. This
promoter targets expression in both the prostate in male
mice and mammary gland in female mice. The inactivation
of P53 and Rb by SV40 Tag in this model results in
spontaneous development of mammary carcinomas,
resembling human breast cancers, in 100% of female mice
carrying the transgene [20]. In cell culture models, the
introduction of three genes encoding for: the SV40 Tag, the
telomerase catalytic subunit, and the H-RAS oncoprotein
into primary human mammary epithelial cells induces a
full oncogenic transformation [21].
Promoter methylation and the associated phenomenon
of histone deacetylation are epigenetic changes in chro-
matin structure that do not alter the DNA sequence and can
cause inactivation of genes [22]. Aberrant promoter
methylation can inactivate tumor-suppressor genes and can
promote tumor development and/or progression including
BC [23]. Recent studies have reported a correlation
between promoter hypermethylation of several tumor-
suppressor genes and the presence of SV40 DNA in leu-
kemias, lymphomas [24], and malignant mesotheliomas
[25, 26]. In our recent publication, we have also demon-
strated a correlation between methylation of many tumor-
suppressor genes and SV40 in human large B-cell lym-
phomas [15]. These data suggest that SV40 might
contribute to DNA methylation and inactivation of tumor-
suppressor genes.
The aim of this study is to investigate the probable
association of SV40 with human BC. We examined the
possible SV40 DNA presence by polymerase chain reac-
tion (PCR), targeting three different regions in the SV40
genome, in a series of a 109 human sporadic BC from
Tunisia. Expression of SV40 Tag oncoprotein, P53, HER2,
estrogen receptor (ER), and progesterone receptor (PgR)
was examined by immunohistochemistry. We also studied
the correlation between the SV40 status and the methyla-
tion status of a panel of 15 tumor-suppressor and -related
genes known or suspected to be altered by hypermethyla-
tion in several cancers including BC. These tested genes
included those involved in: cell-cycle regulation (P16,
CCND2, and RASSF1A) [27–29], cell adhesion and inva-
sion (CDH1, APC, and TIMP3) [30–32], DNA repair and
detoxification (BRCA1, hMLH1, and GSTP1) [32–34],
apoptosis (DAPK) [35], cell differentiation (SHP1 and
HIN1) [36, 37], cell growth inhibition (BLU) [38], and
hormone receptor-mediated cell signaling (ER and RARb2)
[39, 40].
Materials and methods
Patients and samples
The study was approved by the institutional review board
of the Farhat-Hached Hospital (Comite´ d’e´thique et de
Recherche du CHU Farhat-Hached). Frozen human tissue
samples from 109 invasive ductal carcinomas were selec-
ted from the breast cancer samples collected between 1995
and 2006 in the tissue bank of the Department of Pathol-
ogy, Farhat-Hached Hospital of Sousse, Tunisia. Cases
were selected on the basis of availability of paired tumor
and normal breast frozen tissue samples obtained at the
time of primary surgery. All samples were from Tunisian
women who lived in the central region of Tunisia. Their
age at diagnosis ranged from 31 to 87 years, with a mean
of 49.2 and a median of 47. Slides from each case were
reviewed by two pathologists (MT and SZ) to ensure the
histological diagnosis and to choose the most representa-
tive paraffin blocks for immunohistochemical study. All
cases were graded according to the modified Scarff-
Bloom–Richardson system [41]. The clinical stage of the
disease was determined according to the Tumor–Node–
Metastasis (TNM) classification of the International Union
Against Cancer (UICC, [42, 5th edn]). Clinicalpathological
data (age, histological grade, tumor size, and lymph node
status) are summarized in Table 1.
DNA extraction
For each case, DNA extraction was performed separately
from frozen tumor and normal breast tissues using a stan-
dard protocol [43]. Briefly, 10–20 cryostat sections (10 lm
thick) of each sample were treated overnight at 56C with
digestion solution containing proteinase K (200 lg/ml),
followed by extraction with a mixture of phenol–chloro-
form–isoamyl alcohol (25:24:1). DNA was precipitated
with ethanol/sodium chloride (0.2 M), resuspended in
sterile distilled water, and was immediately quantified on a
6131 Biophotometer (Eppendorf, Hamburg, Germany) and
stored at -20C. To avoid contamination between different
specimens special care was taken by changing gloves
44 Breast Cancer Res Treat (2009) 113:43–58
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before each cutting. The knife and specimen holder of the
cryostat were washed several times with absolute alcohol
between each cutting, and knife was changed between each
two tissue sample cutting.
Detection of SV40 DNA
Extracted DNAs were first assessed for their suitability for
PCR analysis by a control reaction designed to amplify a
fragment of 407-base paired (bp) of the b-globin gene, as
described previously [44]. Then, all tumor and matched
normal DNA samples were screened for the presence of
SV40 DNA with a set of primers SVTAGP1 [nucleotide
(nt) 4,388–4,413] and SVTAGP3 (nt 4,496–4,513) ampli-
fying a 126-bp fragment of the Tag region specific for
SV40 [45]. PCR amplification was performed using 400 ng
of DNA template in a total volume of 25 ll, containing
0.2 lM of each sense and antisense primers, 10 mM Tris–
HCl (pH 8.4), 50 mM KCl, 1.5 mM MgCl2, 200 mM of
each dNTP, and 1 U of Taq DNA polymerase (Promega,
Madison, USA) in a PTC 200TM DNA engine thermal
cycler (MJ Research, Watertown, USA). Cycling condi-
tions were the same as those described in our previous
report [15]. All steps of the PCR procedure were conducted
in parallel with positive and negative controls.
The positive control used was the pSVSph21-N plasmid
containing the whole SV40 genome (gift from Dr. Regis A.
Vilchez, Baylor College of Medicine, Houston, USA).
Negative controls were reactions without added DNA
template. Positive control plasmid was added to the control
PCR reactions outside the clean room after tubes contain-
ing test DNA were closed. The negative controls were
always the final samples in a series to verify that no con-
tamination had occurred during the analysis. PCR products
were then electrophoresed on a 2% agarose gel containing
ethidium bromide and visualized under ultra-violet light
using the Gel Doc 2000 System (Bio-Rad, Marnes-la-
Coquette, France). Each sample was tested four times.
Samples were considered to contain SV40 DNA if they
exhibit detectable signals at least three times under ethi-
dium bromide staining conditions. To confirm the SV40
specificity of the amplified sequences, PCR products were
transferred to a positively charged nylon membranes
(Hybond N+; Amersham, Buckinghamshire, UK) using the
Trans-Blot SD semi-dry Transfert Cell (Bio-Rad) follow-
ing the manufacturer’s instructions, and hybridized
overnight at 42C with the SVPROBE2 (nt 4,458–4,479)
internal digoxigenin (DIG)-labeled oligoprobe specific for
the targeted SV40 Tag sequence. The oligoprobe were
labeled with the DIG Probe Synthesis Kit (Roche, Mann-
heim, Germany) following the manufacturer’s instructions.
Staining reaction was developed overnight with nitroblue
tetrazolium chloride (NBT) and 5-bromo-4-chloro-3-
indolylphosphate p-toluidine salt (BCIP) in the dark with-
out shaking or stirring.
To be sure that SV40 DNA is specifically detected; two
additional sets of forward and reverse primer that amplify
other regions of the SV40 genome were used [17]. The set
of primers RA1 (nt 266–245) and RA2 (nt 5,195–5,218)
targets the SV40 regulatory region; it allows the distinction
between archetypal SV40 strains containing, only a 72-bp
insert motif (expected size of PCR product 242 bp), and
laboratory-adapted SV40 strains, with duplicated 72-bp
insert sequence (expected size of PCR product 314 bp) [46,
47]. The set of primers LA1 (nt 2,251–2,274) and LA2 (nt
2,545–2,522) amplify a 294-bp sequence in the VP1 gene
encoding the major capsid protein of the virus. PCR con-
ditions were the same that those described for the Tag
region.
Table 1 Clinicopathological characteristics of the 109 Tunisian
women with invasive breast ductal carcinoma
Variable Number of cases (%)
Age (years)
B50 63 (57.8)
[50 46 (42.2)
Histological gradea
Grade I 24 (22)
Grade II 41 (37.6)
Grade III 44 (40.4)
Tumor size (mm)
B20 24 (22)
[20 85 (78)
Lymph node metastasesb
Negative 69 (77.5)
Positive 20 (22.5)
Estrogen receptorc
Negative 62 (56.9)
Positive 47 (43.1)
Progesterone receptorc
Negative 57 (52.3)
Positive 52 (47.7)
P53c
Negative 60 (55)
Positive 49 (45)
HER2d
Negative 82 (75.2)
Positive 27 (24.8)
a Scarff-Bloom and Richardson classification
b Pathological nodal status was missing in 20 cases
c Evaluated by immunohistochemistry, and considered positive if
[10% of tumor cells showed nuclear staining
d Evaluated by immunohistochemistry, and considered positive if
scored 2+ or 3+ as described in the ‘Materials and methods’ section
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Furthermore, to rule out a possible contamination of our
samples by plasmids containing SV40 sequences, a primer
pair (50-GCTCACGCTGTAGGTATCTC-30 and 50-TCTA
GTGTAGCCGTAGTTAG-30) previously described by
Carbone et al. [48] was used. This primer pair amplifies a
241-bp fragment of the pUC origin of replication present in
many common laboratory plasmid vectors containing SV40
genome. PCR reactions were performed in the same con-
ditions as those used for primer set SVTAGP1/SVTAGP3.
Methylation-specific PCR
A panel of 15 known tumor-suppressor and -related genes
was assessed for their methylation status using methyla-
tion-specific PCR (MSP): RASSF1A, SHP1, HIN1, BRCA1,
P16, ER, CDH1, APC, BLU, DAPK, RARb2, GSTP1,
TIMP3, CCND2, and hMLH1.
Sodium bisulfite treatment on genomic DNA from each
tumoral sample was performed as we previously described
by our laboratory [15]. The modified DNA was used as a
template for MSP amplifications with primers specific for
either the methylated or modified unmethylated promoter
sequences. Primers sequences and PCR conditions were
previously described (Table 2). Before the analysis of the
methylation status of the target genes, the presence of
bisulfite modified DNA in each sample was determined by
amplification of 133-bp DNA fragment of the b-actin gene,
using a primer set [49] which amplify bisulfite modified
DNA (but not wild-type DNA), irrespective of the meth-
ylation status of the sample.
PCR amplifications were performed with 5 ll of bisul-
fite-modified DNA templates in 25 ll reaction volumes
containing 0.25 lM of each primer pair, 200 lM of each
dNTP, 20 mM Tris–HCl (pH 8.4), 50 mM KCl, 2.5 mM
MgCl2, 5% DMSO, and 1 U of Taq DNA polymerase
(Promega). Cycling conditions were as follows: denatur-
ation at 95C for 5 min, followed by 35 cycles of 30 s at
95C, for 30 s at the specific annealing temperature
(Table 2) and for 30 s at 72C. The reaction was finished
with a 5-min extension at 72C. CpG universal methylated
DNA (Qbiogene, CA, USA) was used as the positive
control for methylated alleles, and DNA from normal
lymphocytes was used as the negative control for unme-
thylated alleles. Negative controls without DNA were
always included in each experiment.
The PCR products generated by MSP were electropho-
resed, using 2% agarose gel stained with ethidium bromide,
against a 50-bp DNA ladder (Promega) and the images
were captured under ultra-violet light using the Gel Doc
2000 System (Bio-Rad). All experiments were performed
at least two times and evaluated without investigator
knowing the status of SV40 infection.
Immunohistochemical staining
Immunohistochemical staining for ER, PgR, HER2, P53,
and SV40 Tag protein expression was performed on for-
malin-fixed paraffin-embedded tissues for all cases using
antibodies listed in Table 3. Briefly, 5 lm thick sections of
paraffin embedded tissues were cut and dried overnight at
37C, deparaffinized in toluene, and rehydrated through a
series of graded alcohols. Then the sections were rinsed
thoroughly with water and placed in Tris-buffered saline
(TBS) (0.05 M Tris–HCl, 1.15 M NaCl, pH 7.6). Antigen
retrieval was done with the appropriate buffer (Table 3) by
boiling sections in water bath for 40 min until temperature
reaches 98C. Endogenous peroxidase activity was blocked
with 5% H2O2 solution for 5 min, and sections were rinsed
gently with TBS. The sections were then incubated with
the appropriate primary antibody. After rinsing in TBS,
described antibodies were detected using the EnVision+
Labeled Polymer Kit (DakoCytomation) following the
manufacturer’s instructions. Sections were then washed
three times with TBS, followed by application of the
Diaminobenzidine Substrate Pack (DakoCytomation)
according to the manufacturer’s instructions. Finally, the
slides were counterstained with hematoxylin, and mounted.
For each experiment, positive and negative controls
were included; for negative controls, the primary antibody
was omitted and replaced by TBS. Cases of breast carci-
noma, previously known to be positive for ER, PgR, HER2
or P53, were used as positive controls. As positive control
for SV40 Tag detection, sections from a paraffin-embedded
tissue of a transgenic adenocarcinoma of the mouse pros-
tate (TRAMP) positive for SV40 Tag expression were used
(kindly provided by Professor P. Wikstro¨m, Department of
Medical Bioscience, Umea University, Umea, Sweden).
All slides were coded and were evaluated under a light
microscope by two experienced pathologists, blinded from
any other laboratory data. For ER, PgR, and P53, cases
were considered positive if 10% or more of tumor cells
showed nuclear staining [50]. Staining for HER2 was
scored according to the clinical guidelines for the assess-
ment of HER2 status [51]: a score of zero was defined as no
staining or membrane staining in less than 10% of tumor
cells. A score 1+ comprised faint or partially-stained
membrane in more of 10% of tumor tissue. Overexpression
of HER2 was scored as 2+ when weak to moderate com-
plete membrane staining was present in more than 10% of
tumor cells. A score of 3+ was interpreted as strong,
complete membrane staining in more than 10% of the
tumor. A case was considered to overexpress HER2 if it
scored 2+ or 3+. The monoclonal antibody used in this
study to detect SV40 is directed against the large T and the
small t antigens and therefore displays nuclear and cyto-
plasmic staining.
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Statistical analysis
Descriptive statistics, such as mean, median, frequency,
and percentage were used to summarize patient’s char-
acteristics, both SV40 and gene methylation status.
Correlations between the presence of SV40 and individual
clinicopathological parameters, immunohistochemical
findings and methylation status of genes were compared
using v2 test and Fisher’s exact test as appropriate. The
methylation index (MI), a reflection of the methylation
status of all of the genes tested, is defined as the total
number of genes methylated divided by the total number of
genes analyzed [26]. To compare the overall degree of
methylation for the panel of genes examined, we calculated
the MI for each case and then determined the mean for the
different groups. Statistical analysis of MI between two
groups was performed using the Mann–Whitney non-
parametric U test. Logistic regression was used to inves-
tigate independent factors correlating with the presence of
SV40. All analyses were carried out using the SPSS soft-
ware package (Chicago, IL, USA). All observed
differences were considered to be significant when asso-
ciated with P \ 0.05.
Results
SV40 DNA detection
In this investigation, breast ductal carcinomas and matched
normal breast tissues from 109 Tunisian women were
analyzed by independent PCR assays targeting three dif-
ferent regions in the SV40 genome.
In the first step, DNA sample were analyzed by PCR for
the conserved SV40 Tag N-terminal coding sequences by
the SVTAGP1/3 set of primers, and the identity of the PCR
products was verified by Southern blot hybridization with
the SV internal specific oligoprobe. Specific SV40 Tag
sequences were detected by PCR and confirmed by filter
hybridization in 24/109 (22%) of tumor samples. Only 2/
109 (1.8%) of the matched non-tumoral tissues display
positive signals (Fig. 1). These two positive non-tumor
samples correspond to two cases found to be SV40 positive
by PCR in tumor samples.
To validate the presence of SV40 DNA in breast tissues,
all tumor and normal samples were also investigated by
PCR with two additional set of primers, RA1/2 and LA1/2,
targeting respectively the regulatory and the VP1 regions
of the virus. These two assays exhibit positive results in all
samples found positive for the Tag region (Fig. 2).
To eliminate the possibility that laboratory plasmids
might lead to false-positive SV40 PCR results. All our
breast samples were tested by PCR using an additional
primer set that amplifies a 241-bp sequence present in
many common laboratory plasmids containing SV40 gen-
ome. This analysis showed that all breast DNA samples
were negative and only the positive control (plasmid
pSVSph21-N) showed positive signal (Fig. 3).
Immunohistochemical findings
Immunohistochemical study was performed in all cases
and interpreted independently from any other laboratory
data. Immunostaining for SV40 Tag was found positive in
all cases previously showing SV40 positivity by PCR (24/
24 cases). All of the 85 cases which tested negative for
SV40 by PCR were also found negative for SV40 Tag by
immunohistochemistry. SV40 Tag protein expression was
detected in the most tumor cells; however, the intensity of
Table 3 Antibodies used in the immunohistochemistry study
Antibodies Clone Supplier Dilution Incubation conditions Antigen retrieval
SV40 Tag Pab 108 Santa Cruz Biotechnology 1:100 Overnight, 4C Citrate buffer (10 mM, pH 9.0)
Estrogen receptor 1D5 DakoCytomation 1:40 30 min, room temperature Citrate buffer (10 mM, pH 9.0)
Progesterone receptor PgR636 DakoCytomation 1:40 30 min, room temperature Citrate buffer (10 mM, pH 9.0)
HER2 (c-erbB-2) polyclonal DakoCytomation 1:1000 30 min, room temperature Citrate buffer (10 mM, pH 6.0)
P53 DO-7 DakoCytomation 1:100 30 min, room temperature Citrate buffer (10 mM, pH 6.0)
Fig. 1 Representative examples of PCR and Southern blot hybrid-
ization screening of human breast carcinomas for the presence of
SV40 Tag DNA. Ethidium bromide stained agarose gel electropho-
resis (Panel a) and hybridization with internal oligoprobe (Panel b)
for SV40 DNA detection using primers SVTAGP1/3 which amplify a
126-bp fragment in the Tag region. Lanes 35, 74, 23, and 100
represent SV40-positive cases; lanes 56, 63, 108, 27, 47, 87, and 67
represent SV40-negative cases. Lanes MW show 100-bp DNA ladder
(Promega); lanes P and N represent positive control (plasmid
pSVSph21-N) and negative control (without DNA template),
respectively
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staining was lower as compared with the positive control
(Fig. 4). In SV40 positive cases, Tag immunostaining was
also noted in some normal epithelial cells in the acini and
ducts near the tumor, and in some intratumoral lympho-
cytes. With regard to the other antibodies tested, 43.1%,
47.7%, 45%, and 24.8% of the 109 BC cases were positive
respectively for ER and PgR expression, P53 accumulation,
and HER2 overexpression (Table 1 and Fig. 5).
Methylation status of tumor-related genes
Aberrant promoter methylation of at least one of the tested
genes was found in all tumors. Representative examples of
the results of methylation-specific PCR essays are
presented in Fig. 6. The frequency of promoter methylation
by gene was as follows: 78% for RASSF1A, 66% for SHP1,
61% for HIN1 and BRCA1, 47% for P16 and ER, 42% for
CDH1 and APC, 40% for BLU, 35% for DAPK, 34% for
RARb2, 27% for GSTP1, 17% for TIMP3, 14% for
CCND2, and 8% for hMLH1 (Fig. 7).
Characteristics of SV40-positive tumors
Comparison of clinicopathological and immunohisto-
chemical findings between SV40-positive and -negative
groups is summerized in Tables 4 and 5. Regarding clinical
and pathological data, a significant correlation was found
between the presence of SV40 and patient’s age
(P = 0.006). Indeed, SV40-postive tumors were more
frequently detected in patients aged over 50 years than in
younger patients (34.7% vs. 12.7%; P = 0.006). With
regard to immunohistochemical parameters, a significant
correlation was found between SV40 presence and the
accumulation of P53 protein (32.7% vs. 13.3%;
P = 0.015). Furthermore, SV40 presence is inversely
correlated with HER2 overexpresion (3.7% vs. 28%;
P = 0.008).
We also examined the possible association between
methylation frequencies of the tumor-related genes previ-
ously studied and SV40 presence. Significant increases in
methylation frequency were observed for RASSF1A
(P = 0.034), SHP1 (P = 0.043), TIMP3 (P = 0.003), and
BRCA1 (P = 0.035) genes in SV40-positive compared to
SV40-negative tumors (Figs. 6 and 8a). These data were
also expressed in terms of MI, which reflects the methyl-
ated fraction of the genes tested within SV40-negative and
-positive cases; the MI ranged from 0.07 to 0.87, with an
average of 0.55 and a median of 0.40. Interestingly, the
mean of MI, was significantly higher in SV40-positive than
in SV40-negative groups (0.55 ± 0.025 vs. 0.37 ± 0.021;
P = 0.009) (Fig. 8b).
Multivariate analysis (Table 6) revealed that hyperme-
thylation, P53 accumulation, and HER2 low expression are
independent parameters strongly associated with SV40
presence.
Discussion
In this study, SV40 DNA sequences were detected by PCR
assays and Southern blotting in 24/109 (22%) cases of
human BC from Tunisia. In these experiments, we took
extra care to exclude the risk that positive results were the
product of PCR contamination. In addition to the use of
separate areas and reagents for DNA extraction and PCR
analyses, DNA from the 109 matched tumor and normal
Fig. 3 Ethidium bromide stained agarose gel showing representative
examples of PCR experiment using a set of primers amplifying a 241-
bp fragment of the pUC origin of replication present in many common
laboratory plasmids containing SV40 sequences. This experiment was
used to investigate a possible contamination of our DNA breast
carcinomas samples by SV40 genome present in the pSVSph21-N
plasmid. Lanes MW shows 100 bp DNA ladder; lane N represents
negative control (without DNA template). All SV40-positive (lanes
89, 81, 39, 15, 74, 51, 100, and 107) and SV40-negative (27, 52, and
63) BC cases showed negative results, and only the positive control
(plasmid pSVSph21-N) showed positive signal (lane P)
Fig. 2 Representative examples of PCR detection of SV40 VP1 gene
and regulatory region in human breast carcinomas. (Panel a) Ethidium
bromide stained agarose gel electrophoresis for SV40 DNA detection
using primers LA1/2 targeting the VP1 gene; lanes 81, 39, 15, and
107 represent SV40-positive cases; lanes 12, 43, 72, 50, 106, 83, and
52 represent SV40-negative cases. (Panel b) Ethidium bromide
stained agarose gel electrophoresis for SV40 DNA detection using
primers RA1/2 targeting the regulatory region; lanes 35, 23, 51, and
89 represent SV40-positive cases; lanes 1, 9, 53, 54, 18, 68, and 77
represent SV40-negative cases. Lanes MW shows 100 bp DNA
ladder; lanes P and N represent positive (plasmid pSVSph21-N) and
negative (without DNA template) controls, respectively
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tissues were extracted in parallel. Similarly, the PCR
experiments were done in parallel and repeated three times
to confirm the reproducibility of the results. Furthermore,
PCR analyses of three different genomic regions of the
SV40 genome, using SVTAGP1/3, RA1/2, and LA1/2
primers, have yielded identical results, confirming that the
sequences found in the specimens were authentically of
SV40 and not of related viruses or host genome. Moreover,
to rule out a possible contamination of our breast samples
by plasmids containing SV40 sequences, all our breast
samples were tested by PCR assay amplifying DNA
sequence present in common laboratory plasmids
Fig. 4 Representative
examples of
immunohistochemical staining
for the detection of the SV40 T
and t antigens using the Pab108
antibody in breast carcinomas.
Panels a–d represent positive
cases. Panels e and f represent a
negative case. Panels g and h
represent positive control
(transgenic adenocarcinoma of
mouse prostate). Scale bar:
100 lm
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containing SV40 genome. This analysis showed that all
breast samples were negative. This experiment rule out the
possibility that our SV40-positive BC samples may be
caused by plasmid contamination. In addition, the results of
PCR assays were entirely confirmed by immunohisto-
chemistry for Tag oncoprotein expression.
Fig. 5 Representative examples of immunohistochemical staining for
estrogen and progesterone receptors, HER2, and P53 in human breast
carcinomas. Panels a, c, e, and g represent examples of positive cases.
Panel b, d, f, and h represent examples of negative cases. Scale bar:
100 lm
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To the best of our knowledge, this is the first extensive
search for SV40 in human BC. Regardless of the current
study, we realize that no previous attempt to test this
hypothesis was performed. Although two previous studies
investigating the presence of SV40 in lymphomas from
United States and Australia have included a limited number
of BC cases as negative control (28 cases and 9 cases,
respectively) and have reported negative results, but no
details on the clinicopathological features were given
[14, 52]. It is of interest to note that the two latter
countries belong to zone of high incidence of breast
cancer (101 and 83 per 100,000 women, respectively
[53]) and probably of low prevalence of SV40 in BC in
relation to the presence of other risk factors like lifestyle,
dietary and environmental exposures; whereas, Tunisia
belongs to a low-incidence region (20 per 100,000 [53]).
Therefore, such interlaboratory variation could reflect
real geographical differences in the incidence of SV40
associated BC rather than technical issues. Nevertheless,
our results indicate that BC is a new human tumor type
found to be SV40 positive. Indeed, in previous reports,
brain and bone tumors, pleural malignant mesotheliomas,
thyroid carcinomas, pituitary adenomas and different
lymphoproliferative disorders were found to be SV40
positive [54–56].
The detection of SV40 DNA sequences in BC does
not necessarily indicate a causative role of SV40 in the
development of those carcinomas. However, the detec-
tion of the viral Tag oncoprotein expression in the tumor
cells in our patients suggests that SV40 is not a passenger
virus. Indeed, SV40 oncogenicity and transforming
ability are strictly dependent on the expression of the
early region gene product encoding for Tag which could
complexes with the tumor suppressor’s P53 and Rb, inac-
tivating their functions; alters the integrity and stability of
the host cell genome, including numerical and structural
chromosomal aberrations; transactivates many cellular
promoters, inducing abnormal gene expression; has ATP-
ase and helicase activities; and binds to cellular DNA,
stimulating its replication [57–59]. Interestingly, in the
Fig. 6 Representative examples of methylation-specific PCR assays
of the methylated alleles (M) and unmethylated alleles (U) of
RASSF1A, SHP1, HIN1, BRCA1, P16, ER, CDH1, APC, BLU, DAPK,
RARb2, GSTP1, TIMP3, CCND2, and hMLH1 genes in SV40-positive
and SV40-negative breast carcinoma cases. The b-actin gene was
used as an internal control for bisulfite treatment. Lanes MW shows
molecular weight markers; lanes P represent positive controls; lanes
N represent negative control
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Fig. 7 Histogram of frequencies of aberrant promoter hypermethy-
lation of RASSF1A, SHP1, HIN1, BRCA1, P16, ER, CDH1, APC,
BLU, DAPK, RARb2, GSTP1, TIMP3, CCND2, and hMLH1 genes in
a series of 109 breast carcinomas from Tunisia analyzed by
methylation-specific PCR
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present study, a significant correlation was found between
P53 accumulation and the presence of SV40 in BC
(P = 0.015). This observation supports a role of SV40 in
the inactivation of P53 in human BC. Similar results have
been also demonstrated in human mesotheliomas, brain
tumors, and lymphomas [60–62].
In the current study we found that the presence of SV40
in BC correlates inversely with HER2 overexpression
(P = 0.008). Our study is the first to demonstrate such
correlation in human clinical cancer trials. HER2 (also
named C-erbB-2, neu) is a protooncogene known to be
overexpressed in *30–50% of human breast cancers [63].
HER2 overexpression plays an important role in human BC
development and metastasis; it is also associated with
therapeutic resistance and poor prognosis, and represents
an important target for recent cancer therapies [64]. An
interesting in vitro study has shown recently that SV40
large T antigen can act as a transforming suppressor of
HER2 overexpressing in human breast tumor cell lines by
negatively regulating the HER2 promoter activity [65]. On
the other hand, the inverse correlation between HER2
overexpression and the presence of SV40 may in part
explain the rarity of lymph node metastasis in SV40-
positive BC group compared to SV40-negative BC group
(see Table 4).
Because previous reports suggest an association
between aberrant methylation of several tumor-related
genes and oncogenic viruses including SV40, we explored
such relationship in our series of human BC. We found a
significant correlation between the presence of SV40 and
promoter methylation in four genes: RASSF1A, SHP1,
BRCA1, and TIMP3 which are important regulators of cell
differentiation, DNA repair, and invasion. Our current
study is the first investigation showing a relationship
between the presence of SV40 and hypermethylation of
TIMP3 and BRCA1 genes in human cancers. Moreover, a
significantly higher hypermethylation rates (MI) were
found in SV40-positive BC cases compared with SV40-
Table 4 Clinicopathological
features of SV40-positive and
SV40-negative breast
carcinomas
a Scarff-Bloom and Richardson
classification
b Pathological nodal status was
missing in 20 cases
c Evaluated by
immunohistochemistry, and
considered positive if [10% of
tumor cells showed nuclear
staining
d Evaluated by
immunohistochemistry, and
considered positive if scored 2+
or 3+ as described in materials
and methods section
e P-values were calculated by
v2 or Fisher’s exact tests (two-
sided) and were considered to
be statistically significant for
P \ 0.05
Bold numbers indicate
significant correlations
Variable Number of SV40-negative
cases
Number of SV40-positive
cases
P-valuee
Age (years) 0.006
B50 55 8
[50 30 16
Birth year 0.004
\1955 35 19
1955–1963 32 2
[1963 18 3
Histological gradea 0.775
Grade I 20 4
Grade II 32 9
Grade III 33 11
Tumor size (mm) 0.481
B20 17 7
[20 68 17
Lymph node metastasesb 0.163
Negative 52 17
Positive 18 2
Estrogen receptorc 0.442
Negative 50 12
Positive 35 12
Progesterone receptorc 0.833
Negative 44 13
Positive 41 11
P53c 0.015
Negative 52 8
Positive 33 16
HER2d 0.008
Negative 59 23
Positive 26 1
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negative cases. These findings support a functional effect
of SV40 in BC. Similar results were found in human
malignant mesotheliomas and hematopoietic malignancies
[15, 25, 26].
Promoter hypermethylation of tumor-suppressor genes
is a recognized mechanism of gene silencing in various
human malignancies [66]. Although, the exact mechanism
of aberrant methylation in SV40-positive cancers remains
Table 5 Summary of demographic and immunochemical findings in SV40-positive breast carcinoma casesa
Cases number Birth year Age (years) Year of diagnosis Estrogen receptor Progesterone receptor HER2 P53 SV40 Tag
#5 1954 41 1995 - - - + +
#8 1931 64 1995 - - - + +
#10 1939 57 1996 - - - + +
#11 1924 72 1996 + + - - +
#15 1954 43 1997 - - - + +
#23 1930 67 1997 - - - - +
#24 1929 68 1997 - - - - +
#25 1957 40 1997 - - - + +
#29 1965 33 1998 - - - + +
#32 1939 59 1998 + + - + +
#35 1947 53 2000 - - - + +
#39 1946 55 2001 + - - - +
#46 1954 48 2002 + + - + +
#51 1951 52 2003 + + - + +
#55 1916 87 2003 + - - + +
#69 1930 73 2003 + + - + +
#74 1948 56 2004 + + - - +
#81 1957 47 2004 + + + + +
#82 1966 38 2004 + + - - +
#89 1964 40 2004 - + - + +
#91 1954 50 2004 - - - - +
#100 1945 60 2005 - - - + +
#107 1936 70 2006 + + - + +
#109 1948 58 2006 + + - - +
a Immunostaining scoring systems were described in the materials and methods section
Fig. 8 Comparison of frequencies of aberrant methylation (Panel a)
and MI (Panel b) between SV40-negative (n = 85; open bars) and
SV40-positive (n = 24; dark bars) breast carcinoma cases. The
frequencies of methylation in SV40-positive and SV40-negative cases
were compared using v2 test. The means of MI between the two
groups were compared using the Mann–Whitney U nonparametric
test. P-value is shown when there is a significant difference between
two groups. *P \ 0.05; **P \ 0.01; ***P \ 0.001
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to be determined, the four involved tumor-suppressor genes
in our patients are located on four different chromosomes.
Of interest, RASSF1A, BLU, and hMLH1, which are located
in tandem at chromosome 3p21, showed differential
methylation, with RASSF1A, but not BLU and hMLH1
being associated with SV40. Thus, SV40-associated hy-
permethylation is not a localized process restricted to one
or to a limited number of chromosomal loci but is a gen-
eralized process affecting multiple genomic sites.
Promoter hypermethylation of multiple genes is a
characteristic feature of almost all cancers [66]. In the
present study, we did not identify any gene whose
methylation is characteristic of the SV40-positive BC, and
methylation of many genes was also found in tumors that
are not virus associated. This observation indicates that
hypermethylation of multiple genes in BC is not restricted
to the presence of SV40, and probably other factors
may contribute in this alteration. This finding also sup-
ports the hypothesis that SV40 appears to be neither
necessary nor sufficient to induce cancer [67]. Recent
evidence in human mesothelioma suggests that SV40
may not be a complete carcinogen and suggest that it act
as a co-carcinogen with asbestos [68, 69]. In breast cell
culture models, SV40 Tag can function as one of three
minimal cooperating elements along with hTERT and
oncogenic H-RAS to fully transform primary human
mammary epithelial cells [21]. Taken together, these data
suggest that SV40 alone may not be sufficient to induce
BC in humans. Breast cancer is a multifactorial disease
and many risk factors have been associated with the
pathogenesis of this tumor, including hormones and
reproductive factors (long-term estrogen exposure, an
early menarche, a late menopause, nulliparity, and late
prima gravidities), exogenous factors (westernized diet,
alcohol, high socioeconomic status, and exposure to
ionizing radiation), genetic factors (family history of
breast cancer) [4, 70]. Thus, it is probably that SV40
interacts with some of these factors, leading to the
development of BC.
It is of interest to note that in our series SV40 was also
detected in some normal epithelial and lymphoid cells near
the tumor. Similar finding were reported in pleopmorphic
adenomas of salivary glands and in thyroid tumors [71, 72].
It is possible that the viral infection may spread from
transformed cells to normal cells surrounding the tumor. It
is also possible that BC transformed cells represent a
favorable environment for SV40, while the corresponding
normal tissue does not easily allow SV40 multiplication.
However, the detection of the viral Tag oncoprotein
expression suggests that SV40 is not a passenger virus. In
fact, with its Tag oncoprotein, SV40 may exert its tumor-
igenic potential in BC tissues. In addition, our finding of a
strongly significant correlation between the presence of
SV40 and aberrant methylation of multiple tumor-related
genes, accumulation of P53, and lessening of HER2
overexpression suggest that, in all probability, the virus
plays a role in tumor pathogenesis.
Several in vitro studies and transgenic models also
support the link between SV40 and BC. Evidence has been
reported that SV40 Tag might interfere with epithelial
breast cell growth and differentiation [21]. Moreover, the
introduction of the Tag gene into normal epithelial breast
cells allows them to escape from early mortality and to
loose all differentiated functions [20, 21]. A recent study
including multiple transgenic models of epithelial cancers
(prostate, breast, and lung) has showed that the introduc-
tion of SV40 Tag gene into these transgenic models was
associated with aberrant expression of several genes which
are critical regulators of the cell-cycle and apoptosis such
as P53, Rb, and BRCA1 [73].
Table 6 Multivariate logistic
regression analysis including
parameters found to be
associated with the presence of
SV40 in the univariate analysis
Characteristics SV40 status Multivariate analysis
Number of
positive cases
Number of
negative cases
Odds ratio (95%
confidence interval)
P-value
Mean of methylation index
\0.4 2 44 8.558 (1.788–40.959) 0.007
C0.4 22 41
Age (years)
\50 8 55 2.733 (0.907–8.237) 0.074
C50 16 30
P53
Negative 8 52 3.388 (1.128–10.174) 0.030
Positive 16 33
HER2
Negative 23 59 0.106 (0.013–0.899) 0.040
Positive 1 26
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The major source of known human exposure to SV40
was immunization with SV40-contaminated poliovaccines
in the period from 1955 to 1963, during which large number
of people worldwide were inadvertently exposed to live
SV40. A recent study indicates that some poliovirus vac-
cines were contamined with SV40 after 1963 [74]. In
Tunisia, antipoliomyelitis vaccination campaigns were ini-
tiated in early 1960s; however, we don’t know whether
SV40-contaminated poliovaccine lots were used. In the
current study, we found that patients with SV40-positive
BC were born before 1955. This observation indicates that
this viral agent was already present in humans before the
production and administration of SV40-contaminated vac-
cines. This finding also supports the theory that SV40 is an
endemic virus in the human population that may be trans-
mitted among humans in a vertical or horizontal fashion, or
through an unknown route rather than by contaminated
polio vaccines [75]. An earlier study by Caron de Fromental
et al. [76] has reported the isolation of SV40 from a cell line
(HBL-100) derived from milk of a healthy woman. This
observation strengths the argument that SV40 may target
the human breast and supports the hypothesis that SV40
may be transmitted among humans through breast-feeding.
In summary, our study demonstrates the presence of
SV40 DNA in 22% of cases of BC from Tunisia. Detect-
able expression of the Tag oncoprotein in tumor cells
suggests a potential role for SV40 in the development of
these malignancies. Interestingly, the presence of SV40
was significantly correlated to hypermethylation of multi-
ple tumor-related genes, accumulation of P53 protein, and
absence of HER2 overexpression. These findings support a
role of SV40 in the pathogenesis of a subset of BC and may
have large public health implications.
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The involvement of a retrovirus homologous to the mouse mammary tumor virus (MMTV) in the pathogenesis of
human breast cancer (BC) has long been assumed, but has never been proven. Previous studies have reported the detection
of MMTV-like env sequences in variable proportions that did not exceed 40% of BC cases in several countries. However,
these viral sequences have been found in higher proportion (74%) in Tunisian diagnosed with BC during the seventies.
This study is an attempt to evaluate the current prevalence of MMTV-like env gene in BC in Tunisian women. We used
semi-nested PCR that amplify a 190-bp MMTV-like env sequence, followed by direct sequencing to screen a series of 122
cases of BC randomly selected. The ﬁndings were correlated to clinicopathological data and immunohistochemical expres-
sion status of progesterone and oestrogen receptors, HER2, and P53.
Speciﬁc MMTV-like env sequences were found in 17 (13.9%) cases of breast carcinomas, whereas the same sequences
were not detected in matched normal breast tissues. The presence of the viral sequences correlates inversely with proges-
terone receptor expression (6.8% versus 20.3%; P = 0.03) and HER2 overexpression (3.1% versus 17.7%; P = 0.04).
This present study conﬁrms the presence of MMTV-like env sequences in BC in Tunisian women but describes an
important decrease in the prevalence of the viral sequences compared with pervious studies. This reduction may be due
to some changes in the virological characteristics or exposure to the virus.
 2008 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.
Keywords: Breast cancer; Mouse mammary tumor virus; Tunisia1. Introduction
Breast cancer (BC) is one of the most prevalent
malignancies in women worldwide, yet the etiology
of this disease remains unclear. Many studies have
identiﬁed risk factors for the development of this0304-3835/$ - see front matter  2008 Elsevier Ireland Ltd. All rights
doi:10.1016/j.canlet.2008.06.001
* Corresponding author. Tel.: +216 21311760; fax: +216
73210355.
E-mail address: m_trimech@yahoo.fr (M. Trimeche).tumor, such as age, length of reproductive life, nul-
liparity, obesity, and the inherited genetic predispo-
sition, but the etiologic and molecular mechanisms
related to the breast carcinogenesis remain poorly
understood [1].
BC is a multistep disease, and viral infection may
play a role in one or more of the steps in its patho-
genesis [2]. This suggestion has been based on the
proven role of mouse mammary tumor virus
(MMTV) as the causal agent of mammary tumorreserved.
Table 1
Clinicopathological characteristics of Tunisian women with
breast carcinomas
Variable Number of cases (%)
Total 122
Age (yrs)
<35 15 (12.3)
35–50 58 (47.5)
>50 49 (40.2)
Histological type
Invasive ductal carcinoma 109 (89.3)
Invasive lobular carcinoma 5 (4)
Medullary carcinoma 6 (4.8)
Inﬂammatory breast carcinoma 2 (1.6)
Histological gradea
Grade I 23 (20.7)
Grade II 43 (38.7)
Grade III 45 (40.5)
Tumor size (mm)
620 39 (32)
21–50 80 (65.5)
>50 3 (2.5)
Lymph node involvementb
Negative 50 (49)
Positive 52 (51)
a Scarﬀ-Bloom and Richardson classiﬁcation was performed
only in invasive ductal carcinoma cases.
b Pathological nodal status was missing in 20 cases.
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postulated that a similar virus, MMTV-like, also
called human mammary tumor virus (HMTV),
might be a cause for human BC [4–7].
More recently, several studies have demonstrate
the presence of MMTV-like env sequences in 30–
40% of BC cases in several Western countries
including the United States, Italy, Mexico, Brazil,
Argentina, and Australia [7–12]. In Southeast Asia,
where BC incidences is known to be low, the pres-
ence of MMTV-like env sequences in BC is 12% in
Japan and 10–17% in China [11,13]; Whereas, Viet-
namese BC has been reported to be 0.8% positive
[12].
It is interesting to note that BC from Tunisia, a
North African country with low incidence of BC as
compared to Western countries, have been reported
to have the highest proportion of MMTV-like posi-
tivity (74%) [14]. But this high prevalence of
MMTV-like env sequences has been detected in a
small series of cases diagnosed between 1978 and
1979, a time when the aggressive form of this cancer:
inﬂammatory BC was endemic in North Africa.
Indeed, during the seventies and eighties, two studies
have described a high incidence of inﬂammatory BC
(up to 55%) in Tunisia [15,16] compared with United
States, where inﬂammatory BC represents only 1–6%
of cases [17]. However, more recent epidemiologic
studies showed an important reduction in the fre-
quency of the inﬂammatoryBC inTunisiawhich does
not exceed at present 10% of all BC cases [18,19]. This
reduction contrasts with a continual increase in the
incidence of the common forms of BC, with approx-
imately 20 new cases per 100,000 women in 2002
[18,20]. These epidemiological changes ofBC inTuni-
sia concord with a westernisation of lifestyle and an
increase of the socioeconomic level of the Tunisian
population.
In the light of the epidemiological changes of BC
in Tunisia, the aim of this study is to evaluate the
current prevalence of the MMTV-like env sequences
in BC in this country. We also analyzed the possible
association between the presence of MMTV-like
sequences and diﬀerent clinical and pathological
parameters.
2. Materials and methods
2.1. Patients and tissue samples
Frozen BC tissues samples from 122 Tunisian
women were retrieved from samples collectedbetween 1995 and 2006 in the Department of
Pathology at the Farhat-Hached Hospital of Sous-
se, Tunisia. Ethical approval to perform this study
was granted by the institutional review board of
the Farhat-Hached Hospital. Cases were selected
on the basis of availability of paired frozen samples
of breast cancer tissue and matched adjacent normal
breast tissue obtained at the time of primary sur-
gery. All samples were from Tunisian women who
lived in the central region of Tunisia. Histopatholo-
gical diagnosis of each tumor was performed
according to the WHO criterias [21], resulting in
the following distribution: 109 invasive ductal carci-
nomas, ﬁve invasive lobular carcinomas, six medul-
lary carcinomas, and two inﬂammatory breast
carcinomas. Invasive ductal carcinomas were
graded according to the modiﬁed Scarﬀ-Bloom-
Richardson (SBR) system [22]. The clinicopatholog-
ical data are summarized in Table 1. Slides were
reviewed by two pathologists (MT and SZ), and
the most representative paraﬃn blocks were selected
for immunohistochemical study of oestrogen recep-
tor (ER), progesterone receptor (PgR), HER2, and
P53 expression.
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Genomic DNA was extracted from frozen tumor
and their corresponding normal breast tissues using
standard phenol–chloroform extraction protocol
[23], and DNA quality was assessed by amplifying a
407-basepaired (bp) sequenceof theb-globingene [24].
Detection of MMTV env gene-like sequences was
performed using semi-nested PCR approach as
described previously [25,26]. This technique was
chosen for its excellent sensitivity and speciﬁcity,
its simplicity, and also because the target DNA
sequences are not too long compared with other
published techniques [8]. Approximately 200 ng of
template DNA were used in the ﬁrst-stage of PCR
with outer primers 1X (50-TGCGCCTTCCCTGAC
CAAGGG-30) and 2NR (50-GTAACACAGGCAG
ATGTAGG-30) to amplify a 356 bp segment. The
second round used 2 ll of the ﬁrst-stage product
as template with the primer pair MMTV 5F (50-
GTATGAAGCAGGATGGGTAGA-30) and
2NR, amplifying a 190-bp inner sequence.
All PCR ampliﬁcations were performed in 25 ll
mixture containing 0.2 lM of each sense and anti-
sense primers, 10 mM Tris–HCl (pH 8.4), 50 mM
KCl, 1.5 mM MgCl2, 200 mM of each dNTP and
1 U of Taq DNA polymerase (Promega, Madison,
USA). Thermocycling was performed in PTC-
200TM DNA Engine thermal cycler (MJ Research,
Watertown, USA) by denaturation at 94 C for
5 min, then 35 cycles of denaturation at 94 C for
30 s, annealing at 60 C for 30 s, elongation at
72 C for 45 s and a ﬁnal elongation step at 72 C
for 10 min. PCR assays were performed in triplicate
to assure reproducibility of the reactions.
As a positive control for the detection of
MMTV-like sequences, we used a 2.7 kb env-LTR
fragment, kindly provided by Pr Beatriz G.-T. Pogo
(Department of Microbiology, Mount Sinai School
of Medicine, New York, USA). Negative controls
were reactions without added DNA template.
PCR products were electrophoresed into 2% aga-
rose gels containing ethidium bromide, and visual-
ized with UV-light by the Gel Doc 2000 System
(Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France). Standard
PCR precautions and procedures were used to avoid
contamination.
2.3. DNA sequencing
To conﬁrm the presence of viral DNA and to
rule out ampliﬁcation of non-speciﬁc or endoge-nous retroviral sequences, the PCR products of
ten randomly selected positive BC samples were
sequenced. For that, MMTV env-like PCR prod-
ucts were puriﬁed from agarose gels using Wiz-
ard SV Gel and PCR Clean-Up Puriﬁcation kit
(Promega) and sequenced on an ABI PRISM
3100 (Applied Biosystems). The sequences were
then compared with the corresponding region of
the prototype MMTV and HMTV sequences
(GenBank Accession Nos. AY152721 and
AF243039) using BLAST and ClustalW (version
1.83) programs.2.4. Immunohistochemistry analysis
Immunohistochemical staining for the detec-
tion of ER, PgR, HER2, and P53 expression
was assessed on formalin-ﬁxed paraﬃn embedded
tissues using the EnVision+ Labeled Polymer Kit
(DakoCytomation, Glostrup, Denmark) according
to the manufacturer’s instructions. The primary
antibodies used were as follows: ER (clone
1D5, 1:40); PgR (clone PgR636, 1:40); HER2
(polyclonal, 1:1000); and P53 (clone D07,
1:100), all supplied from DakoCytomation. Inter-
pretation of the staining was carried out accord-
ing to the usual criteria by the same experienced
pathologist blinded from any other clinicopatho-
logical or molecular data. For ER, PgR, and
P53, cases were considered positive if 10% or
more of tumor cells showed nuclear staining
[27]. To determine the score of HER2 expression
the membrane staining pattern was estimated and
scored on a scale of 0 to 3+ [28]. A case was
considered to overexpress HER2 if it scored 2+
or 3+. Immunohistochemical investigation of
invasive ductal carcinoma cases were reported
previously [29].2.5. Statistical analysis
The presence of MMTV-like sequences in tumors
were tested for possible association with clinico-
pathological data (age, histological type and grade,
tumor size, and lymph node status) and immunohis-
tochemical parameters (ER, PgR, HER2, and P53)
using the v2 or the Fisher’s exact test where appro-
priate. P values of <0.05 were considered statisti-
cally signiﬁcant. All analyses were carried out with
the SPSS 13.0 (for windows) statistical software
package.
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The presence of MMTV-like env sequences was inves-
tigated on tumor tissues and their corresponding normal
breast tissues collected from 122 women with primary
BC from Tunisia. The integrity of all the DNA samples
was validated by PCR ampliﬁcation of a 407-bp fragment
of the human b-globin gene. Using semi-nested PCR anal-
ysis, MMTV-like env sequences were detected in 17
(13.9%) of the 122 tumor specimens. Whereas, all of the
122 matched normal breast tissues were negative for these
sequences (Fig. 1). To determine whether the ampliﬁed
fragments were indeed homologous to MMTV-like, the
semi-nested PCR products of ten diﬀerent breast tumors
was isolated from the agarose gels and the DNA was
sequenced.
In Fig. 2, the sequences of nine breast tumor DNA
PCR products are shown and aligned to the correspond-
ing region of the prototype MMTV and MMTV-like
sequences (GeneBank Accession Nos. AY152721 and
AF243039, respectively). Multiple nucleotide alignment
showed 95–97% homology to both MMTV and
MMTV-like env sequences. All our sequences diﬀered
from the positive control, and from prototype sequences,
with at least one mismatch, suggesting that no contami-
nation events had occurred. Finally, no signiﬁcant
homology was found when our sequences were com-
pared to the human genome sequences available in Gen-
Bank database, indicating that these amplicons were not
of human genomic or endogenous retrovirus origin (data
not shown).
The comparison of the clinicopathological and immu-
nohistochemical data between the MMTV-like positive
and MMTV-like negative BC cases is summarized in
Table 2. Overall, no correlation was found between the
presence of MMTV-like env sequences and age groups,
histological type, SBR grade, lymph node status, or tumor
size. Immunohistochemical expression of ER and accu-
mulation of P53 did not vary signiﬁcantly between
MMTV-like positive and negative samples. However,190 pb
M     B     P  
N    T N T N T N
#60 #51 #68
Fig. 1. Representative ethidium bromide-stained 2% agarose gel electrop
sequence in the MMTV-like env gene using a semi-nested PCR assay.
normal (N) breast tissues. Cases #51, #68, #49, #1, and #20 lack bands
MMTV-like env sequence in these cases. Lanes M show 100 bp DNA lad
sequence of the MMTV) and negative (without DNA template) controthere was a signiﬁcant correlation between the presence
of MMTV-like sequences and PgR (P = 0.03) and
HER2 (P = 0.04) negativity.
4. Discussion
The origin of MMTV-like env sequences in
human samples, whether exogenous or endogenous,
has been widely discussed. Because it has been
found almost exclusively in breast tumor tissues, it
has been suggested that it has an exogenous origin.
In our current study the viral sequences were not
detected in normal breast tissues of individuals with
MMTV-like env positive and negative tumors.
Moreover, in previous studies MMTV-like env
sequences have also been shown to be absent or
present in a very low percentage of normal breast
tissues (0–1.8%), including those from normal
breast tissues anatomically related to tumor tissues
[8,12,30]. Additionally, the MMTV-like env
sequences detected in our cases were highly homol-
ogous to the MMTV and the MMTV-like sequences
reported previously [8,31], but had low homology
(that did not exceed 15%) with the known endoge-
nous viruses, especially HERV-K10 and HERV-
K-T47D.
The source and the mode of transmission of
MMTV-like virus were not identiﬁed, but many
hypotheses suggest that it is an exogenous virus
transmitted from mice to humans [32]. Additional
evidence for an exogenous origin of this virus is sup-
ported by the geographical diﬀerences in BC inci-
dence and MMTV-like sequences positivity rates
in diﬀerent countries [12,32–34]. This idea is based
on the observation that human BC incidence is
higher in areas where Mus domesticus, is seen. The
latter being the common house mouse with abun-M
T N T N T N T N T
#74 #49 #1 #20 #3
horesis of the ampliﬁcation products for the detection of a 190-bp
Cases #60, #74, and #3 show positivity in tumor (T) but not in
in both tumor and normal breast tissues, indicating the absence of
der (Promega); Lanes P and B represent positive (2.7 kb env-LTR
ls, respectively.
Fig. 2. Multiple nucleotide alignment of the MMTV-like env sequences from nine Tunisian human breast carcinomas (indicated by their
respective Nos.) with mouse mammary tumor virus (MMTV) and human mammary tumor like virus (HMTV) sequences retrieved from
GenBank database (Accession Nos. AF243039 and AY152721, respectively). Sequences were aligned and then manually adjusted using
CLUSTAL W, version 1.83. Stars show conserved sites along the alignment.
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recent study reported the ability of MMTV to infect
human cells, thus reinforcing the hypothesis of
enzootic transmission of MMTV from mice to
humans [35].
In this study, MMTV-like env sequences were
detected in 14% of Tunisian BC. This prevalence
is considerably lower than the 74% reported in a
previous study performed by Levine et al. [14] on
a small series of Tunisian patients with BC diag-
nosed between 1978 and 1979, a time when the
inﬂammatory form of BC was more prominent than
it is now. It is important to note that among the 38
BC samples examined in the study of Levine et al.,
81.6% were categorized as rapidly progressing
tumors (PEV-positive) based on the pousse´e e´volu-
tive (PEV) classiﬁcation system, with 71% showing
objective signs of inﬂammatory BC (redness,warmth, and edema). When comparing PEV-posi-
tive tumors with PEV-negative tumors in the latter
series, a higher proportion of aggressive tumors
contained the MMTV-like sequences, suggesting a
correlation between MMTV-like and inﬂammatory
BC. Therefore, the high frequency of inﬂammatory
BC in the Levine et al. study compared with our
current study may account for the diﬀerence in the
prevalence of MMTV between the two studies.
On the other hand, our result concords with the
other studies performed in low-incidence countries
of BC, such as China, in which only 16.8% of the
BC cases were found positive for MMTV-like
sequences [13]. In contrast, our current prevalence
of MMTV-like in BC is lower than reported in areas
of high incidence of BC, especially in the United
States where MMTV-like sequences were identiﬁed
in 30–40% of BC [8,30,36]. Similarly, studies of
Table 2
Characteristics of MMTV-like env negative and positive breast carcinomas in Tunisian women
Variables Number of MMTV-like negative cases
(%)
Number of MMTV-like positive cases
(%)
P-valuea
Age (yrs) 0.20
<35 12 (11.5) 3 (17.6)
35–50 51 (48.5) 7 (41.2)
>50 42 (40) 7 (41.2)
Histological type 0.57
Invasive ductal carcinomas 94 (89.5) 15 (88)
Invasive lobular carcinoma 5 (4.7) 0 (0)
Medullary carcinoma 4 (3.8) 2 (12)
Inﬂammatory breast carcinoma 2 (2) 0 (0)
Histological grade 0.49
Grade I 19 (19.8) 4 (26.7)
Grade II 36 (37.5) 7 (46.6)
Grade III 41 (42.7) 4 (26.7)
Tumor size (mm) 0.75
620 33 (31.5) 6 (35.3)
21–50 69 (65.7) 11 (64.7)
>50 3 (2.8) 0 (0.0)
Lymph node involvement 0.11
Negative 69 (77.5) 12 (92.3)
Positive 20 (22.5) 1 (7.7)
Estrogen receptorb, d 0.80
Negative 59 (56) 9 (47)
Positive 46 (44) 8 (53)
Progesterone receptorb, d 0.03
Negative 51 (48.5) 13 (76.5)
Positive 54 (51.5) 4 (23.5)
HER2c, d 0.04
/1+ 74 (70.5) 16 (94)
2+/3+ 31 (29.5) 1 (6)
P53 statusb, d 0.80
Negative 65 (62) 10 (59)
Positive 50 (48) 7 (41)
Bold numbers indicate signiﬁcant correlation.
a P values were calculated by v2 or Fisher’s exact tests (two-sided) and were considered to be statistically signiﬁcant for P < 0.05.
b Evaluated by immunohistochemistry and considered positive if P10% of tumor cells showed nuclear staining.
c Evaluated by immunohistochemistry and considered positive if scored 2+ or 3+ as described in Section 2.
d Immunohistochemical data of invasive ductal carcinoma cases were reported previously [29].
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detected MMTV-like sequences respectively in
37.7%, 31.7%, and 42.2% of tumors [9,10,12].
Although, other independent studies from Italy,
Austria, and England have failed to detect
MMTV-like sequences in any BC cases investigated
[37–39]. These discrepancies have been attributed to
possible diﬀerences in laboratory procedures and/or
standards used, or to tissue heterogeneity [7].
The low frequency of MMTV-like sequences in
the current study compared to the previous study
of Tunisian BC by Levine et al. [14] may be in part
due to diﬀerences in the technique employed, but
this may not explain the large diﬀerence observed.
In fact, we used a high sensitive semi-nested PCR
assay for the detection of the virus and a high qual-ity of DNAs obtained from frozen tissues. However,
the low frequency of MMTV-like sequences found
in the current study cannot be due to selection bias
as we investigated a large series of BC specimens
randomly selected and obtained from patients living
in a large area, well representative of Tunisian
population.
Therefore, the important reduction in the preva-
lence of MMTV-like sequences in Tunisian BC
compared with previous reports seems to be due
to a change in the exposure to the virus and/or to
its host, probably in relation with the improvement
of life and socio-economic conditions of Tunisians.
This hypothesis is supported by several epidemio-
logical data indicating; i.e., a reduction in the prev-
alence of the inﬂammatory form of BC in Tunisia
228 M. Hachana et al. / Cancer Letters 271 (2008) 222–230(up to 55% during the seventies and eighties versus
less than 10% at present) and an increased preva-
lence of the common histological type [18,19].
Another less likely hypothesis that could explain
the change in the prevalence of MMTV-like associ-
ated BC in Tunisia is that some change might have
occurred in the viral sequences (mutations, rear-
rangements, etc.) leading to less oncogenic strains
or that make them more diﬃcult to detect with
the primers used. Other studies comparing wide
viral sequences isolated from elderly and recently
diagnosed BC specimens are necessary to verify this
hypothesis.
In the current study, the analysis of clinicopatho-
logical parameters showed no signiﬁcant correlation
between the presence of MMTV-like sequences and
age groups, histological subtype, histological grade,
lymph node status, or tumor size, indicating that
the presence of the MMTV-like is not restricted to
any of the tumor subgroups examined. These ﬁndings
are in agreement with several previous reports [9,40].
We found no correlation between the presence of
MMTV-like sequences and ER expression or P53
accumulation. These ﬁndings are in agreement with
previous studies showing only a trend correlation
between the presence of the MMTV-like env
sequences and P53 accumulation [9,14,25,40]. Inter-
estingly, our study demonstrates a signiﬁcant corre-
lation between the presence of MMTV-like
sequences and PgR negativity. Most previous stud-
ies failed to detect such correlation [9,40]. In con-
trast, only one study has found a correlation
between MMTV-like presence and PgR positivity
[25]. The correlation between the presence of
MMTV-like sequences and PgR negativity in our
study suggests an aggressive phenotype of
MMTV-like associated tumors. This observation
supports previous ﬁndings that correlated MMTV-
like positive BC with the overexpression of the lam-
inin receptor, a marker for tumor invasiveness and
poor prognosis [9], and is in agreement with previ-
ous reports that correlated MMTV-like presence
with gestational BC [41] and inﬂammatory BC
[14], which are known to be aggressive.
With regard to HER2, an inverse correlation was
found between the presence of MMTV-like
sequences and HER2 overexpression (P = 0.04).
Only two previous studies have investigated the cor-
relation between MMTV-like and HER2 status
[9,40], but they have not found signiﬁcant correla-
tion. HER2 is a proto-oncogene known to be over-
expressed in about 30–50% of human breast cancers[42,43]. HER2 overexpression plays an important
role in BC development and metastasis; it is also
associated with therapeutic resistance, poor progno-
sis, and represents an important target for recent
cancer therapies [44]. It has been demonstrated in
vitro that several oncogene products, such as the
adenovirus 5 E1A, the Epstein–Barr virus EBNA1,
the simian virus 40 large T antigen, c-Myc, c-Cbl,
and PEA3 gene products, act as repressors of the
HER2 gene [45–49]. The signiﬁcance of the unex-
pected inverse correlation between the presence of
MMTV-like sequences and HER2 overexpression
in our series remains to be clariﬁed since MMTV
does not contain an oncogene, but induces transfor-
mation by its impact on cellular protooncogenes in
the near vicinity of its insertion site, enhancing their
activity and dysregulating the cell cycle. Neverthe-
less, our ﬁnding indicates that possible contribution
of MMTV-like in human breast carcinogenesis
implicates mechanisms other than HER2.
The biological signiﬁcance of the presence of
MMTV-like env sequences in human BC is still
unclear, and the possibility that these sequences do
not contribute to the etiology of BC and are instead
an epiphenomenon cannot be ruled out. But the
detection of viral DNA only in breast cancerous tis-
sues and not in normal breast tissues, suggests that
MMTV-like may be a contributing factor in breast
carcinogenesis.Additionally, the results from the cur-
rent study suggest that some links exist between
MMTV-like sequences and hormones; this also sup-
ports the above hypothesis. Some authors [50] have
proposed a multifactorial model for breast carcino-
genesis involving viral infections, hormones, and
genetic elements; our data are consistent with such
model.
In conclusion, our ﬁndings conﬁrm the presence
of MMTV-like env sequences in BC in Tunisian
women. In addition, they describe an important
decrease in the prevalence of these viral sequences
in BC compared with earlier studies. This reduction
suggests a variation in virological characteristics
and/or exposure to the virus. The detection of
MMTV-like sequences only in breast cancerous tis-
sues, especially those both PgR and HER2 negative
suggests that the MMTV may be a contributing fac-
tor in human breast carcinogenesis.
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Abstract 
The aim of this study was to evaluate the prevalence of broad range of anogenital HPVs in a 
series of 123 Tunisian breast carcinoma cases. PCR assays were performed to amplify regions 
within the L1, E1, E6 and E7 open reading frames of a broad range of anogenital HPVs and 
specific types HPV16, 18, 31 and 33. In addition, we performed an in situ hybridization 
analysis using HPV biotinylated DNA probes for the detection of broad spectrum of 
anogenital HPV types, high-risk HPV types (16 and 18), intermediate-risk HPV types (31 and 
33) and low-risk HPV types (6 and 11). None of the 123 breast carcinoma samples showed 
PCR amplification of HPV DNA using the broad spectrum consensus primer-pairs E1-
350L/E1-547R and GP5+/GP6+ primers. Furthermore, neither high risk nor low risk HPV 
types were detected in any of these cases. Moreover, using in situ hybridization for the 
detection of HPVs, we failed to detect a positive signal in neoplastic cells in any case. Our 
results suggest that anogenital papillomaviruses are unlikely to play a role in the development 
of breast carcinomas in Tunisian patients. 
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Introduction 
Breast cancer is one of the most prevalent malignant throughout the world, occupying first 
place in mortality in women.
1
 The etiology of breast cancer is unknown, but there are many 
risk factors associated with breast cancer development. Multiple genetic, endocrine, 
environmental and life style factors may contribute to its causation. Also, there is some 
evidence that breast carcinogenesis may be in some cases associated with viral agents. A 
possible role of oncogenic HPV in breast cancer has been suspected. Indeed, it has been 
shown that human breast epithelial cells can be immortalized by HPV types 16 and 18.
2
 This 
raised the possibility that HPV may be etiologically related to some cases of breast cancer.  
However, unlike cervical carcinoma, which is almost always associated with HPV, the causal 
role of HPV infection in the development of breast carcinoma remains a controversial subject. 
While some studies report the presence of HPV DNA sequences in breast cancer tissue, 
especially types 16, 18 and 33,
3-17
 other studies revealed that HPVs could not be detected in 
breast cancer.
18-23
 
In Tunisia, breast cancer is the leading cause-related death among women, with an annual 
incidence of 19.6/100,000 women.
1
 The aim of this current study was to evaluate the 
prevalence of anogenital papillomaviruses in breast cancer in Tunisia. We examined the 
presence of these viruses in 123 specimens of human breast cancers using polymerase chain 
reaction (PCR) and in situ hybridization. 
   4
Subjects and methods 
Patients and tumors samples 
Our current study was conducted on 123 Tunisian women with sporadic breast carcinoma. 
The cases were diagnosed between 1995 and 2006 at the Farhat-Hached Hospital in Sousse, 
Tunisia.  
The age of patients ranged from 31 to 87 years, with mean age of 49.3 years. One hundred 
and twelve cases were invasive ductal carcinoma, six was medullary carcinoma, and five were 
invasive lobular carcinoma according to WHO criterias.
24
 Invasive ductal carcinomas were 
graded according to the modified Scarff-Bloom-Richardson (SBR) system as follows: 21.5% 
grade I, 38.4% grade II, 40.1% grade III.
25
 Tumors ranged in size from 1 to 8 cm, with a mean 
of 2.6 cm. Eighty-one patients had no pathological node involvement, whereas 22 had 
pathological node involvement. Twenty patients had no surgical axillary dissection. Distant 
metastases were described in only 11 patients at the time of diagnosis. The estrogen receptor, 
progesterone receptor and HER2/neu status of the tumor was performed by 
immunohistochemistry and revealed a positive result in 44%, 47% and 26% of cases, 
respectively. 
 
Polymerase chain reaction (PCR)  
DNA was extracted from tumor frozen tissues according to standard protocol previously 
described in our earlier studies.
26
 Extracted DNA adequacy to PCR analysis was firstly 
assessed by a PCR assay using a set of primers (GH-20: 
ACACAACTGTGTTCACTAGC/GH-21: GGAAAATAGACCAATAGGCAG) amplifying a 
407-bp fragment in the human β-globin gene as previously described .27 
The presence of HPV-DNA was carried out by polymerase chain reaction (PCR) in three 
steps. Briefly, a first screening to determine the presence of HPV-DNA was performed using 
two consensus degenerated primers GP5+/GP6+ 
28
 and E1-350L/E1-547R,
29
 which targets a 
conserved 150 bp sequence of the L1 open reading frame (ORF) and a conserved 180 pb 
sequence spanning the E1 ORF, respectively. These primers permit the detection of a large 
spectrum of anogenital HPV types (6, 11, 16, 18, 30, 31, 33, 34, 35, 39, 40, 42, 45, 51, 52, 53, 
   5
56, 57, and 58). As a second step, two consensus primer pairs, located within the E6 and E7 
ORFs, pU-1M/pU-2R and pU-31B/pU-2R were used to amplify HPV-DNA from high-risk 
HPV (types 16, 18, 31, 33, 52b, and 58) and low-risk HPV (types 6 and 11), respectively.
30
 
Finally, all samples were tested for HPV types 16, 18, 31, and 33 using type-specific primers 
located within the E6 ORF.
31
 Appropriate HPV positive controls were included in all 
amplification reactions. 
In situ hybridization  
In situ hybridization was performed on 3 µm thick formalin-fixed paraffin-embedded sections 
to evaluate the presence of HPV in tumor cells. Formalin-fixed paraffin-embedded sections 
suitability to in situ hybridization analyze was assessed using biotinylated Human DNA Probe 
(Ref: X1414, DakoCytomation). All analyzed sections proved adequate for in situ 
hybridization analysis yielding the presence of dark brown signal in the nuclei of cells.    
In brief, for the detection of HPV, paraffin embedded sections were examined with a broad 
spectrum HPV biotinylated DNA probe purchased from DakoCytomation, which recognises 
the anogenital HPV types 6, 11, 16, 18, 30, 31, 33, 35, 45, 51, and 52 (Ref: Y1404, 
DakoCytomation), and another three specific types of biotinylated DNA probes including: 
high-risk 16 and 18 (Ref: Y1412, DakoCytomation), intermediate-risk 31 and 33 (Ref: 
Y1413, DakoCytomation) and low-risk 6 and 11 (Y1411, DakoCytomation) according to the 
manufacturer's instructions. Positive control formalin-fixed paraffin-embedded tissues 
infected with HPV were included in every in situ hybridization procedure. Positive signals 
were seen as dark brown granules in the nuclei of affected neoplastic cells. 
Results 
The integrity of all the DNA samples was validated by PCR amplification of a 407-bp 
fragment of the human β-globin gene Fig. 1. Despite the presence of adequate extracted DNA, 
none of the 123 breast carcinoma samples were HPV positive using consensus E1-350L/E1-
547R Fig. 2a. and GP5+/GP6+ Fig. 2b. primers. Neither high risk (HPV 16, 18, 31, 33, 52b, 
and 58) Fig. 2c. nor low risk (HPV 6 and 11) Fig. 2d. type viruses were detected in any of 
these cases. In addition using primers specific for HPV 16, 18, 31 and 33 none of cases were 
positive Fig. 3. Positive controls were always given strong positivity and negative controls 
were consistently negative. Moreover, in situ hybridization showed
 
no evidence of staining 
   6
for HPV DNA in any of the cases. All controls tested in the same conditions stained 
reproducibly. 
Discussion 
To date, more than 200 HPV types have been characterized,
32
 about 40 of them are associated 
with anogenital neoplasia.
33
 Infection with the low-risk HPV6, 11, 42, 43, 44 are responsible 
for benign lesions (condylomas). The high-risk viruses such as HPV31, 33, 35, 51, 52 and 58 
are detected more frequently in low squamous intraepithelial lesions, whereas HPV16 and 18 
are predominantly associated with cancers of anogenitalia especially the uterine cervix.
34
 
The anogenital HPV types are found in human infections and cancers at considerably 
different prevalence and with significant interregional variation.
35
 However, available data on 
the prevalence of HPV within healthy women and women with uterine cervix cancer in 
Tunisia suffer from severe limitations. Moreover available data are derived from a few cities 
within this country and conceivably refer to specific populations and social groups. In a 
previous study, it was reported that HPV16 is the most frequent type in Tunisian 
cervicovaginal cancer, followed by HPV31 HPV18.
36
 In addition the predominant HPV type 
reported among prostitute’s women is HPV16, but in married women is HPV6.37, 38 
In the present study, we evaluated the presence of HPVs in 123 breast carcinoma samples by 
using DNA PCR amplification of regions within the L1, E1, E6 and E7 open reading frames 
of wide spectrum of anogenital human HPV genome. The presence of HPVs was also 
evaluated by in situ hybridization method using specific HPV probes. This is, to the best of 
our knowledge, the first study investigating the presence of HPVs in breast cancer in Tunisia. 
Despite the use of high quality of DNA extraction from fresh frozen tissues and the use of 
high sensitive PCR for the detection of many genomic sequences (E1, L1, E6 and E7) of 
anogenital HPV types previously validated by most studies,
3-5, 7, 9
 we could not o detect HPV 
genome in any analyzed breast carcinoma cases. This result is in accordance with many 
previous reports that failed to detect various HPV types in breast carcinoma specimens from 
France, Switzerland, India, the USA and the UK.
18, 20-22
 
The absence of HPV sequences in the current study cannot be due to selection bias as we 
investigated a large series of breast cancer specimens randomly selected and obtained from 
patients living in a large area, well representative of the Tunisian population. In addition, 
   7
based on the clinical records none of the patients included in this study have been treated 
earlier for benign or malignant induced HPV lesion such as uterine cervix carcinomas. 
An overview of published papers regarding HPV presence and prevalence in breast cancer 
tissue is given in Table 1. The rate of HPV positivity in human breast cancer tissues varies 
from 4.4 to 86% of cases. HPV types 11, 16 and 18 are the most frequent HPV types found in 
breast cancer in women living in the United States and Brazil were HPV11, 16 and 18,
5, 7
 
HPV type 18 is present in the majority of Australian women.
9
 In parallel, HPV type 33 is the 
most frequent virus in Asian women.
4
 HPV type 16 has been identified in Italian and 
Norwegian women who had previous cervical neoplasias.
39
 Moreover, recent study reported 
that HPV type 16 is the only type present in Canadian women. However, studies on the 
presence of high-risk HPV in the Middle East reveal that HPV types 18, 33 and 35 are present 
in breast cancer and normal mammary tissues in Turkish women.
40
 In addition, HPV types 33 
and 35 are the predominant viruses in breast cancer tissues in Syrian women. Thus, this data 
suggests that specific types of high-risk HPV infection in breast tissues are related to specific 
geographic locations.  
It is important to note that in contrast to cervical cancer, HPVs may be difficult to detect in 
breast cancer specimens.
9
 It has been suggested that these difficulties may be due to low HPV 
DNA copy numbers in positive breast carcinoma cases. Only one study has attempted to 
evaluate the viral load of HPV in breast carcinomas using quantitative real-time PCR analysis 
and revealed that the viral load was much lower than 1 copy per cell.
13
 A low copy number of 
HPV in non-genital carcinomas has also been reported in studies of Chilean lung carcinomas 
41
 and Chinese oesophageal cancer,
42
 and in a Finish study on head and neck cancers.
43
 This 
extremely low viral load suggests that HPV DNA is unlikely to be involved in the 
development of breast carcinomas.  
On the other hand, the overview of the published data might indicate that epidemiological 
factors like country of origin and a history of HPV-induced diseases might play an important 
role in the distribution of HPV in breast cancer. It is important to take into account that 
incidence of HPV infection in Tunisian women, which belongs to the arabo-islamic 
population characterized by a conservative lifestyle, is lower than Latin American, Asian 
countries, and Western countries.
44
 Furthermore, several demographic characteristics such as 
poor nutrition, high fertility, and lack of access to healthcare can clarify the different rates of 
HPV infection in breast cancer as well as in cervical cancer.  
   8
In conclusion, our study suggests that anogenital papillomaviruses (HPV6, 11, 16, 18, 30, 31, 
33, 34, 35, 39, 40, 42, 45, 51, 52, 53, 56, 57, and 58) are unlikely to play a role in the 
development of breast carcinomas in Tunisian patients. However, the possibility that other 
subtypes of HPV contribute to breast carcinogenesis can not be ruled out. 
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Legends of figures 
Fig. 1. Representative ethidium bromide-stained agarose gel electrophoresis after specific 
polymerase chain reaction (PCR) of a 407-bp fragment of the human β-globin gene. Lanes M 
show 100-bp ladder (Promega); lanes T represent positive controls; lanes B represent negative 
control (without DNA template). 
Fig. 2. Representative ethidium bromide-stained agarose gel electrophoresis after specific 
polymerase chain reaction (PCR) of (a) E1 open reading frame of whole spectrum of 
anogenital HPV types, (b) L1 open reading frame of whole spectrum of anogenital HPV 
types, (c) HPV high risk types, (d) HPV low risk types. Lanes M show 50-bp ladder 
(Promega); lanes T represent positive controls; lanes B represent negative control (without 
DNA template). 
Fig. 3. Representative ethidium bromide-stained agarose gel electrophoresis after specific 
polymerase chain reaction (PCR) of (a) HPV 16, (b) HPV 18, (c) HPV 31, (d) HPV 33. Lanes 
M show 50-bp ladder (Promega); lanes T represent positive controls; lanes B represent 
negative control (without DNA template). 
 
Region Authors, years Country Sample source Case HPV+ % Subtypes analyzed
North 
America
Bratthauer, 1992 USA 13 0.0 6, 11, 16, 18
Liu, 2001 USA Fresh Frozen tissue 17 35.3 16,18,31
South 
America
Damin, 2004 Brazil Paraffin-embedded tissue 101 24.7 16,18
Mendizabal-Ruiz, 2008 Mexico Paraffin-embedded tissue 67 4.47
6, 11, 16, 18, 31, 33, 
35, 39
de Leon, 2009 Mexico Paraffin-embedded tissue 65 29.4 Multiple
Europe Di Lonardo, 1992 Italy Paraffin-embedded tissue 17 29.4 16
Wrede, 1992 UK 80 0.0 Multiple, 16, 18
Czerwenka, 1996 Austria Paraffin-embedded tissue 0.0 6, 11,16,18,31,33,35
Henning, 1999 Norway Paraffin-embedded tissue 41 46.3 Multiple
Widschwendter , 2004 Austria Fixed 11 63.6 Multiple
de Villiers, 2005 Germany Paraffin-embedded tissue 29 86.0
Multiple, 
6,11,27,57,66,87
Kroupis, 2006 Greece Fresh Frozen tissue 107 15.9 16,58,59,73,82
Lindel, 2007 Swiss Paraffin-embedded tissue 81 0.0 Multiple
de Cremoux, 2008 France Fresh Frozen tissue 50 0.0 Multiple, 16, 18, 33, 45
Australia Kan, 2005 Australia Paraffin-embedded tissue 50 48.0 16,18,33
Asia Gopalkrishna, 1996 India Fresh Frozen tissue 30 0.0 16, 18
Yu, 1999
China and
Japan
Paraffin-embedded tissue 72
41.6
11.1
16,18,33
Li, 2002 China Paraffin-embedded tissue 28 23.2 16,18
Tsai, 2005 Taiwan Fresh Frozen tissue 69 12.9 Multiple
Choi, 2007 Korea Paraffin-embedded tissue 123 6.5 Multiple
Khan, 2008 Japan Paraffin-embedded tissue 124 19.0 16, 18, 33
Middle 
East
Gumus, 2006 Turkey Fresh Frozen tissue 50 74.0 11,16,18,33
Akil, 2008 Syrian Paraffin-embedded tissue 113 61.0
Multiple 16, 18, 31, 33 
and 35
Africa Current study Tunisia Fresh Frozen tissue 123 0.0 Multiple, 16, 18,31,33
Table 1 Results of studies of the presence and prevalence of HPV in human breast cancer around the world
407 bp
M     B        1       2         3        4       5       6       7        8       9     10       T 
Hachana et al. Fig. 1
Hachana et al. Fig. 2
M     B      T     25    61    97     3      12    52    39   200   161   29    48     M 
180 bp a
228 bp d
231 bp c
b150 bp
Hachana et al. Fig. 3
96 bp
115 bp
114 bp
110 bp
M     B     T     45    61    87    15    21    52     39   20   140   29    52    M 
a
d
c
b
